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Primerjava HPLC tehnik z uporabo reagentov ionskih parov ter mešanih 
separacijskih režimov za določevanje farmacevtskih učinkovin 
Povzetek: 
Za ločevanje polarnih in ionskih spojin v okviru reverzno fazne tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti se pogosto uporablja kromatografija ionskih 
parov in kromatografija z mešanimi separacijskimi reţimi. V okviru magistrskega 
dela sem primerjal primernost uporabe teh dveh pristopov za razvoj metode za 
določevanje vsebnosti 4-aminofenola. Preverjena in ovrţena je bila moţnost 
dosega retencije 4-aminofenola na nekaterih pogostih reverzno-faznih kolonah 
proizvajalca Kinetex: C18, C8, Luna C5, Phenyl Hexyl in F5. Preučil sem vpliv 
uporabe različnih reagentov ionskih parov (natrijev dodecilsulfat, natrijev 
heptilsulfonat, trifluoroocetna kislina in perklorat) na stanje kromatografske 
kolone. Vpliv na kolono sem preveril z injiciranjem testne raztopine (uracil, 
naftalen, acetofenon, toluen) pred uporabo reagentov ionskih parov, po uporabi 
le teh in po različnih postopkih spiranja, namenjenih regeneraciji kolone. Na teh 
različnih stopnjah sem spremljal kromatografske parametre vrhov ter sipanje 
njihovih vrednosti. Natrijev dodecilsulfat in natrijev heptilsulfonat zagotovita 
retencijo 4-aminofenola na izbrani C18 kromatografski koloni. Z uporabo 
trifluoroocetne kisline in perklorata to ni bilo moţno. Stacionarna faza je močno 
modificirana po uporabi natrijevega dodecilsulfata, za regeneracijo je zato 
potrebno dolgotrajno spiranje (>48 ur) pri agresivnih pogojih (pufer z visoko 
ionsko močjo – 100 mM in pH 6,0). Ostali reagenti ionskih parov niso 
signifikantno trajno modificirali stacionarne faze. Kolona Sielc Primesep 100 je 
bila izbrana kot ustrezna stacionarna faza z mešanimi separacijskimi reţimi. Na 
obeh razvitih metodah je bila izvedena osnovna validacija, iz njih pa sta bili še 
modificirani ter preverjeni metodi za določevanje sorodnih substanc analita. 
Zaradi problematike modifikacije stacionarne faze, regeneracije s spiranjem, 
posledično teţko dosegljive ponovljivosti med kolonami in nasploh zahtevnejše 
izvedbe pri uporabi reagentov ionskih parov se je za boljšo alternativo pri 
določevanju 4-aminofenola kot ionskega analita izkazala tehnika uporabe 
stacionarne faze z mešanimi separacijskimi reţimi.  
 
Ključne besede: kromatografija ionskih parov, kromatografija z mešanimi 
separacijskimi reţimi, 4-aminofenol 
  
  
  
  
Comparison of ion-pairing and mixed-mode HPLC techniques for 
determination of active pharmaceutical ingredients 
Abstract 
For the separation of polar compounds in reversed-phase high performance 
liquid chromatography ion-pair chromatography and mixed-mode 
chromatography are often used. In the thesis these two aproaches were 
compared for 4-aminophenol assay method development. Possibility of 
retention of 4-aminophenol on some common reversed-phase columns by 
Kinetex: C18, C8, Luna C5, Phenyl-Hexyl and F5 was inspected and proved to 
not be possible. The effect of different ion-pairing reagents (sodium 
dodecylsulfate, sodium heptylsulfonate, trifluoroacetic acid and perchlorate) use 
on column condition was also explored. Effect on the column was studied by 
injecting test solution (uracil, naphthalene, acetophenone, toluene) before the 
use of ion-pairing reagents, after use and after different column washing 
procedures aimed at regenerating the column. Peak chromatographic 
parameters and their value dispersion was monitored at these different stages. 
Sodium dodecylsulfate and sodium heptylsulfonate achieve retention of 4-
aminophenol on chosen C18 chromatographic column. This was not possible by 
using trifluoroacetic acid or perchlorate. The stationary phase is strongly 
modified by sodium dodecylsulfate and makes long (>48 h) and aggressive 
(buffer with high ionic strength – 100 mM and pH 6,0) washing necessary for 
column regeneration. Other ion-pairing reagents did not significantly 
permanently modify the stationary phase. Sielc Primesep 100 was chosen as a 
suitable mixed-mode column. Basic method validation was performed on 
developed methods as was further method modification and suitability for 
related substances assay. Problems such as stationary phase modification, 
washing needed for regeneration, consequently bad inter-column reproducibility 
and more demanding method development are the reason mixed-mode 
columns are a better alternative to ion-pairing reagents in case of ion analyte – 
4-aminophenol assay.  
 
Keywords: ion-pair chromatography, mixed-mode chromatography, 4-
aminophenol 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
ACN acetonitril 
ACS ang. American Chemical Society 
AEX ang. anion exchange, anionska izmenjava 
C18 stacionarna faza z oktadecil-alkilnimi skupinami vezanimi na silikagel 
C8 stacionarna faza z okta-alkilnimi skupinami vezanimi na silikagel 
CAD ang. charged aerosol detector, detektor na nabit aerosol 
CAS Chemical Abstracts Service kataloška identifikacijska številka kemikalij 
CEX ang. cation exchange, kationska izmenjava 
DAD ang. detektor z diodim nizom 
DEAE dietilaminoetil 
HILIC ang. hydrophilic interaction liquid chromatography, tekočinska 
kromatografija na hidrofilne interakcije 
HPLC ang. high performance liquid chromatography, tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti 
IEX ang. ion exchange, ionska izmenjava 
IP ang. ion pair/pairing, ionski pari/princip ionskih parov 
ISO ang. International Standard Organization 
LN ang. lot number, šarţna številka 
MFA mobilna faza A 
MFB mobilna faza B 
MFC mobilna faza C 
MM ang. mixed mode, princip mešanih separacijskih reţimov 
MS masna spektrometrija 
SDS natrijev dodecilsulfat 
SHS natrijev heptilsulfonat 
PFPA pentafluoropropanojska kislina 
Ph Eur evropska farmakopeja 
PN ang. part number, številka produkta 
RP ang. reversed-phase, reverzno-fazni princip 
RSD ang. relative standard deviation, relativni standardni odmik 
SN ang. serial number, serijska številka 
TFA ang. trifluoroacetic acid, trifluoroocetna kislina 
UV-Vis ang. ultraviolet-visible spectroscopy, ultravijolična in vidna 
spektroskopija 
A površina kromatografskega vrha 
Rt retencijski čas kromatografskega vrha 
h višina kromatografskega vrha 
N število teoretičnih podov kromatografskega vrha 
T asimetrija kromatografskega vrha 
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1 UVOD  
1.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
 
HPLC (ang. »high performance liquid chromatography« tudi »high pressure 
liquid chromatography« ali »high speed liquid chromatography«) oziroma 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je instrumentalna analitska tehnika. 
Je ena od kromatografskih tehnik, kjer je uporabljena tekoča mobilna faza in 
trdna stacionarna faza iz finih delcev. Prednosti pred ostalimi tehnikami se 
kaţejo pri doseganju boljših kromatografskih parametrov ter rezultatov 
kromatografskih analiz. Po tem se tudi razlikuje od starejših izvedb tekočinske 
kromatografije. 
Prednosti HPLC tehnike, kot so raznolikost izbire stacionarne in mobilne faze, 
princip pretočnega analiznega sistema, nedestruktivna detekcija, 
avtomatizacija, itd., so razlogi da je HPLC ena od vodilnih analiznih tehnik 
uporabljanih tako v industrijskih panogah kot v raziskovalni in akademski 
dejavnosti. 
1.1.1 Princip delovanja in sestava instrumenta 
Obstajajo različne konfiguracije in postavitve HPLC analitskih sistemov. Lahko 
so modularni – sestavljeni iz posameznih delov ali pa postavljeni kot celovit 
sistem. Različne moţnosti konfiguracij, tipov in modifikacij glavnih delovnih enot 
ter vpeljava dodatnih delovnih enot pa omogoča razširitev območja uporabe. 
Shematska predstavitev osnovne konfiguracije HPLC sistema je prikazana na 
sliki 1. Ta vsebuje vsaj sledeče elemente: posodo za mobilno fazo, pretočno 
cevko s frito, visokotlačno črpalko, injektor vzorca, kromatografsko kolono, 
detektor, odpad in zbiralnik podatkov oz. računalniški sistem. V primeru zahteve 
po temperaturnem programiranju kolone se ta lahko nahaja v termostatu. V 
primeru več uporabljanih mobilnih faz je potreben sestavni del tudi mešalnik in 
nadzorna enota[1]. Osnovna predstavitev konfiguracije instrumenta s katerim je 
bil izveden praktični del magistrske naloge je opisana v nadaljevanju. 
 
Slika 1: Osnovna shema delovanja HPLC sistema. 
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Mobilna faza je shranjena v graduirani steklenici ustreznega volumna. V 
primeru več mobilnih faz je le teh več. V vsaki steklenici je cevka s keramično 
frito, ki deluje kot filter. Mobilna faza mora namreč priti v sistem brez 
neraztopljenih delcev in plinov. Pline odstranimo s prepihovanjem z inertnim 
plinom, obdelavo mobilne faze z ultrazvokom ali z vgrajenim razplinjevalcem 
(ang. degasser). Po polimerni oziroma kovinski cevki se mobilna faza pretaka 
naprej po sistemu.  
Črpalka ustvarja pretok mobilne faze skozi sistem. Pri črpalki je velika zahteva 
po natančnosti v pretoku, ki je optimalno brezpulzen in neodvisen od 
povratnega tlaka. Prav tako morajo biti črpalke zaradi delovanja pri povišanem 
tlaku trpeţne. Dodaten mešalni sistem omogoča mešanje različnih mobilnih faz 
v pravem razmerju. To omogoča gradientni način kromatografije. Pogosta in 
učinkovita je izvedba t. i. kvarterne črpalke, kjer črpalka črpa štiri različne 
mobilne faze, te pa so nato mešane v ustreznem razmerju. 
Avtomatski vzorčevalnik ima nalogo uvajanja izbrane količine raztopine 
vzorca v sistem. Izvedbe so različne, pogost je princip premikajoče se 
avtomatske ročice z injektorjem, ki iz ustreznega mesta v drţalih za vzorce 
vzorči raztopino in jo prenese v mobilno fazo, ki teče skozi sistem. To je 
izvedeno z uporabo vzorčevalne zanke, ki omogoča neoviran pretok mobilne 
faze. Moţno je termostatiranje avtomatskega vzorčevalnika, kar je nuja pri delu 
s temperaturno labilnimi analiti. 
Kromatografska kolona v termostatu je del kromatografskega sistema, kjer 
poteka separacija. Kolona je polnjena s stacionarno fazo, ki je izbrana glede na 
potrebe analize in kemijskih lastnosti analitov. Kolone se razlikujejo v dolţini, 
notranjem premeru, velikosti delcev, velikosti por, kemizmu stacionarne faze, 
principu separacije, ki poteka na njej, temperaturnem, pH in tlačnem območju, 
ki ga lahko tolerira, ter še nekaterih drugih parametrih. Na ločbo vpliva tudi 
temperatura kromatografske kolone, zato se ta ponavadi nahaja v kontroliranem 
termostatu, ki omogoča izbiro optimalne temperature.  
Detektor ima nalogo zaznave ločenih komponent na podlagi UV-Vis absorbcije, 
fluorescenčne detekcije, »Charged Aerosole Detector (CAD)« principa ali katere 
druge tehnike, ki zaznava spremembe v mobilni fazi s prisotnim analitom. 
Moţna in učinkovita je tudi uporaba kombinacije več detektorjev oziroma celo 
dodatne tehnike, ki omogoča pridobitev dodatnih informacij o analitu. Primer 
tega je sklopitev HPLC sistema z masnim analizatorjem, kjer poleg (npr. UV-Vis 
fotometrične) signalne zaznave kromatografskega vrha, dobimo še informacije 
o analitu na podlagi masne spektrometrije.  
Kontrolni sistem je na kromatograf priključen računalniški sistem, ki skupaj z 
ustrezno programsko opremo omogoča zbiranje, nadzor, procesiranje in 
obdelavo podatkov, zbranih tekom izvedbe eksperimentov na kromatografskem 
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sistemu. Tehnološki napredek na področju računalništva je omogočil hitro, 
učinkovito in enostavno delo z večjimi količinami podatkov.  
Moţnosti postavitve HPLC sistema, izbira različnih mobilnih in stacionarnih faz 
ter vrst detekcije, kombiniranje z dodatnimi tehnikami ter druge moţne 
modifikacije osnovnega principa izvedbe tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti nam dajo odgovor zakaj je HPLC ena od vodilnih analitskih tehnik 
prek širokega spektra industrijskih in raziskovalnih dejavnosti.  
 
1.2 Obravnavani problem magistrskega dela 
 
Tekom magistrskega dela sem izvedel primerjavo med reverzno-fazno 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z uporabo reagentov ionskih parov 
(IPC) ter tekočinsko kromatografijo z uporabo stacionarne faze z mešanimi 
separacijskimi reţimi (MMC). Zaradi določenih slabih strani tehnike IPC sem jo 
primerjal s tehniko MMC, kjer se uporablja kromatografska kolona z mešanimi 
separacijskimi reţimi (ang. mixed mode), ki pa teh teţav nima. V sledečih 
poglavjih sta ti tehniki podrobneje predstavljeni. 
Princip reverzno fazne kromatografske ločbe temelji na separaciji analitov na 
podlagi nepolarnih oziroma hidrofobnih interakcij s stacionarno fazo. Ustrezno 
zadrţevanje ali elucijo doseţemo z uravnavanjem razmerja vodne in organske 
mobilne faze[2]. Povišan deleţ organske mobilne faze povzroči elucijo analitov, 
ki se močneje zadrţujejo na koloni zaradi večje hidrofobne narave in posledično 
močnejših interakcij s stacionarno fazo. To velja za večino nepolarnih analitov. 
Pri polarnih analitih pa se lahko pojavi problem prevladujoče hidrofilne narave 
molekul zaradi prisotnih pozitivno ali negativno nabitih funkcionalnih skupin. Z 
zniţanjem ali zvišanjem pH-ja mobilne faze lahko v določenih primerih molekule 
spravimo v neionsko obliko, ki se ustrezno zadrţuje na stacionarni fazi[2]. 
Limitne meje pH vrednosti mobilne faze, ki jih dovoljujejo stacionarne faze ter 
kemizem nekaterih analitov pa povzročijo da pogosto tudi tak pristop ne more 
rešiti teţave prešibke retencije. Reverznofazna tekočinska kromatografija 
visoke ločljivosti v primerih obravnave polarnih in ionskih analitov zato pogosto 
ni uporabna.  
 
1.3 Kromatografija ionskih parov 
 
Pri tehniki z uporabo reagentov ionskih parov rešimo to teţavo z dodatkom 
določenih reagentov v mobilno fazo. Ti modificirajo stacionarno fazo oziroma 
interagirajo z molekulami analita. Poenostavljeno lahko rečemo, da prisotnost 
teh reagentov (R+ oziroma R-) omogoča nastanek ionskih parov z bazičnimi 
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(BH+) ali kislimi (A-) analiti. Nastali ionski pari (RA oziroma BHR) so nevtralne 
molekule in doseţejo večjo retencijo na stacionarni fazi kot nabiti analiti[3]. 
Medtem ko se lahko enkratno nabitim analitom retencijski faktor poveča celo za 
faktor 10-20, se nenabitim analitom ta povečini ne spremeni[4]. Parametra, ki ju 
lahko pri taki vrsti kromatografije dodatno spreminjamo, sta: 
 vrsta reagenta ionskih parov (pomembni lastnosti reagenta sta njegov 
naboj in hidrofobnost) in 
 koncentracija reagenta ionskih parov. 
S pravo kombinacijo lastnosti analita (naboj, hidrofobnost), lastnosti mobilne 
faze (pH, ionska moč, prisotnost modifikatorjev) in lastnosti stacionarne faze 
(kemizem, velikost delcev in por, dolţina in premer kromatografske kolone) 
lahko doseţemo optimalne pogoje, ki omogočajo zadrţevanje ţeljenih 
analitov[4]. 
1.3.1 Proces tvorbe ionskih parov 
Sam proces tvorbe ionskih parov oziroma alternativni proces, ki ga reagent 
povzroči tekom kromatografije, ima več predpostavljenih razlag. Obstajata 
stehiometrična in nestehiometrična teorija nastanka ionskih parov. Pod 
stehiometrično razlago spadata tako model nastanka ionskega para kot model 
dinamične ionske izmenjave[5]. 
a) Model ionskega para postavlja za proces nastanek kompleksa ionskega 
para med analitom in reagentom v ustreznem stehiometričnem razmerju 
in sicer v (preteţno polarni) mobilni fazi. Nato ta kompleks zaradi večje 
hidrofobnosti interagira s stacionarno fazo in se na njej bolj zadrţuje[5]. 
b) Model dinamične ionske izmenjave pa predpostavi da se hidrofobni del 
reagenta adsorbira na stacionarno fazo, posledično pa protiionski del 
molekule reagenta interagira z v mobilni fazi potujočo molekulo analita[5]. 
Nestehiometrična razlaga pojasni delovanje reagentov ionskih parov na sledeč 
način. Reagent se veţe na stacionarno fazo, kar po njeni površini ustvari 
primarno ionsko plast. Med primarno plastjo in eluentom nastane sekundarna 
ionska plast, ki jo sestavljajo anorganski ioni (sestavina mobilne faze – pufrne 
raztopine). Ione analita nato ustvarjeno električno polje primarne ionske plasti 
adsorbiranega reagenta privlači ali odbija (glede na naboj), kar povzroči 
spremembo v retenciji. Nastanek kompleksa med analitom in reagentom tukaj 
torej ni predpostavljen[5]. 
Kateri proces prevladuje oziroma večinsko razloţi dejansko obnašanje med 
separacijo eksperimentalno ni bistveno. Navedeni modeli ustrezno razloţijo in 
predvidijo vpliv eksperimentalnih parametrov na retencijo analitov. Za nadaljnjo 
razlago se zato uporablja model dinamične ionske izmenjave, ki je laţje 
aplikativen v obravnavanih primerih[3]. 
Shema modela dinamične ionske izmenjave je prikazana na sliki 2. 
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Slika 2: Shema delovanja reagenta ionskih parov (model dinamične ionske izmenjave). 
 
1.3.2 Uporaba 
Kot ţe omenjeno se reagente ionskih parov uporablja za separacijo analitov, ki 
ne dosegajo ustrezne retencije zaradi svoje polarne narave. Ko je bila tehnika 
sprva uvajana, je bil poleg retencije nepolarnih analitov pomemben razlog za 
uporabo reagentov ionskih parov tudi izboljšanje oblike vrhov bazičnih analitov, 
specifično zmanjšanje »tailinga«. Z razvojem in uporabo novejših stacionarnih 
faz, ki so izboljšale obliko teh vrhov, to ni bil več potreben pristop[3]. 
Tehnika je omogočila separacijo analitov na reverznofazni način, za katere prej 
to ni bilo moţno. Med analite spadajo tako metaboliti, zdravilne učinkovine, 
industrijske spojine kot več vrst biogenih molekul. Tehnika se je delno uveljavila 
kot alternativa ionski kromatografiji. Z uspešno izbiro reagenta in 
eksperimentalnih parametrov je moţna izvedba kompleksne separacije 
ioniziranih in neioniziranih analitov v okviru enakih kromatografskih 
parametrov[6]. 
Princip tvorbe ionskih parov se lahko izkoristi tudi pri kromatografiji kiralnih 
analitov. V tem primeru je potrebno uporabiti ali kiralni reagent ionskih parov 
(proti-ion) ali pa akiralni reagent s kombinacijo kiralne stacionarne faze[7].. 
 
1.3.3 Vrste reagentov ionskih parov 
Reagenti, ki so pogosto v uporabi, so predvsem standardni kvarterni amini z 
različno dolgimi stranskimi verigami ter aril- oziroma alkil- sulfonati in sulfati. 
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Prve se zaradi pozitivnega naboja uporablja v primeru dela z anionskimi 
(kislimi) analiti, druge pa pri delu s kationskimi (bazičnimi) analiti[8]. 
Med ostale uporabljane tipe reagentov ionskih parov spadajo perfluorirane 
karboksilne kisline, kot na primer trifluoroocetna kislina (TFA), 
pentafluoropropanojska kislina (PFPA), heptafluorobutirična kislina in druge. 
Prav tako so bile v ta namen uporabljene nekatere ionske tekočine. Te v nizkih 
koncentracijah sicer nimajo posebnih lastnosti ionskih tekočin ampak so bolj 
podobne raztopljenim solem. Še ena skupina spojin, ki so uporabljane v ta 
namen, pa so kaotropske soli[8]. 
 
Kvarterni amini: 
Med pogosto uporabljanimi reagenti ionskih parov so kvarterni amini oziroma 
njihove soli. Na dušikov atom so vezane štiri alkilne verige, kar da molekuli 
pozitiven naboj. Pomemben faktor, ki določa izbiro reagenta pri razvoju metode, 
je dolţina hidrofobnih verig ali le ene od teh, ki je vezana na aminski del 
molekule.  
Pogosto uporabljani reagenti so: 
 1-pentiltrietilamonijev fosfat, 
 1-heksiltrietilamonijev fosfat, 
 1-heptiltrietilamonijev fosfat, 
 1-oktiltrietilamonijev fosfat, 
 1-dodeciltrietilamonijev fosfat, 
 tetrabutilamonijev fosfat, 
 triheksilamin in 
 triheptilamin[9]. 
 
Aril-/alkil-sulfonati oz. sulfati: 
Pri delu s kationskimi analiti pa so pogosta izbira aril-/alkil-sulfonati oziroma 
sulfati. Dolţina verige je tudi tukaj pomemben faktor za izbiro določenega 
reagenta. Pogosto so to natrijeve soli sulfonske ali ţveplove kisline z različno 
dolgimi hidrofobnimi verigami, vezanimi na ţveplov atom. 
Primeri so sledeče spojine: 
 natrijev 1-pentilsulfonat, 
 natrijev 1-heksilsulfonat, 
 natrijev 1-heptilsulfonat, 
 natrijev 1-oktilsulfonat in 
 natrijev 1-dodecilsulfonat[9]. 
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Perfluorirane karboksilne kisline: 
Perfluorirane karboksilne kisline so se izkazale za uporabne pri sklopitvi 
tekočinske kromatografije visoke ločljivosti z masno spektrometrijo. Prednost 
teh reagentov je v njihovi visoki hlapnosti[10]. Za razliko od prej omenjenih 
(predvsem natrijevih) alkil- in aril- sulfonatov in sulfatov, se ti reagenti ne 
nalagajo na dele masnega spektrometra, kar sicer predstavlja teţave 
kontaminacije, povečane potrebe po čiščenju in krajše ţivljenjske dobe 
instrumenta.  
Nekateri od uporabljanih reagentov so: 
 trifluoroocetna kislina (TFA), 
 pentafluoropropanojska kislina, 
 heptafluorobutirična kislina, 
 nonafluorovalerična kislina, 
 undekafluoroheksanojska in 
 tridekafluoroheptanojska kislina. 
 
Ionske tekočine: 
Ionske tekočine so pri določeni temperaturi (ponavadi pri sobni temperaturi) 
tekoče soli, sestavljene iz relativno velikega organskega kationa in ustreznega 
anorganskega ali organskega aniona. Razlikujejo se v ionih, ki jih sestavljajo, 
dolţinah stranskih verig ter posledično polarnosti, hidrofobnosti in drugih 
lastnostih, ki jih definira sestava molekule. Zaradi nekaterih svojih lastnosti 
(nehlapnost, neškodljivost, topnost v vodi) so se izkazale kot zelena topila, 
uporabo pa so našle tudi v separacijski analizi[11]. 
V literaturi najdemo sledeče primere ionskih tekočin, ki so uporabljeni kot 
reagenti ionskih parov: 
 1-etil-3-metilimidazolijev tetrafluoroborat, 
 1-butil-3-metilimidazolijev tetrafluoroborat, 
 1-heksil-3-metilimidazolijev tetrafluoroborat in  
 1-butil-3-metilimidazolijev bromid[11]. 
 
Kaotropske soli: 
Soli, ki izkazujejo kaotropsko aktivnost so alternativa prej omenjenim tipom 
reagentov ionskih parov. Z njimi so bile doseţene izboljšane retencije nekaterih 
analitov, izboljšane oblike vrhov ter ustrezna separacija. Hoffmeistrova serija 
razvršča anione po naraščajoči kaotropnosti oziroma padajoči kozmotropnosti: 
H2PO4
- < HCOO- < CH3SO3
- < Cl- < NO3
- < CF3COO
- < BF4
- < ClO4
- < PF6
- [12] . 
Zaradi večjega kaotropnega efekta, relativno na naboj, se v ta namen bolj 
izkorišča anione kot katione[13]. Med klasičnimi reagenti ionskih parov in solmi s 
kaotropnimi ioni navajajo razliko v retencijskih mehanizmih, ki so posledica 
drugačnih adsorpcijskih lastnosti kaotropnih ionov ter posledično drugačnega 
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električnega potenciala po površini stacionarne faze. Dodatni razlog je 
vsoljevalni oziroma izsoljevalni efekt, skupaj pa to povzroči drugačne rezultate 
in uspešnost separacije ter retencije v primerjavi s klasičnimi reagenti ionskih 
parov[12]. 
 
1.3.4 Težave uporabe reagentov ionskih parov 
Kljub prednostim IPC obstaja več slabosti in vidikov tehnike, ki uporabnike 
pogosto odvrnejo od njene uporabe.  
Koncentracija reagentov v mobilni fazi je pogojena z deleţem organske faze ter 
temperaturo. Strog nadzor temperature za ustrezne in ponovljive rezultate je 
zato bistven[2, 4]. 
Za razliko od uporabe klasične pufrne mobilne faze je čas uravnoteţenja kolone 
tukaj tudi do dvakrat daljši. Pri gradientnih metodah predstavlja to bistven 
problem, saj je lahko čas uravnoteţenja kolone celo daljši od same separacijske 
metode[2, 14, 15]. 
Pogosta UV-absorpcija teh reagentov predvsem v niţjem UV spektralnem 
območju zna povzročiti pojave tako negativnih vrhov, neznanih vrhov kot slabše 
občutljivosti kromatografske metode[2, 16]. 
Morda največja teţava uporabe reagentov ionskih parov (oziroma večine le teh) 
pa je trajna modifikacija stacionarne faze, ki jo ti povzročijo. Reagenti ionskih 
parov, predvsem tisti z dolgimi hidrofobnimi verigami, se močno veţejo na 
stacionarno fazo. Potrebno je dolgotrajno spiranje, po katerem pa vseeno 
ostane reagent v sledovih vezan na stacionarno fazo. S tem se spremenijo 
kromatografske lastnosti kolone, ki jo potem praktično smatramo za kemijsko 
modificirano kolono. Ekvivalentnosti s kromatografskimi parametri dobljenimi na 
enaki koloni, kjer reagenti ionskih parov niso bili uporabljeni, posledično ni več. 
Nekateri avtorji sicer zagovarjajo tudi moţnost uporabe ostrih pogojev (npr. 
agresivne pH vrednosti) pri čiščenju, kar naj bi s hidroliznim efektom in 
raztapljanjem silikagela omogočilo regeneracijo nekaterih kolon[2, 17]. 
 
1.4 Kromatografija mešanih separacijskih režimov 
 
Alternativni mehanizem retencije polarnih in ionskih analitov je z uporabo 
kromatografije z mešanimi separacijskimi reţimi oz. »mixed mode 
chromatography« (MMC). Tu je uporabljena stacionarna faza, ki zdruţuje več 
načinov ločbe oz. separacijskih reţimov, najpogosteje je reverzno-fazni zdruţen 
z ionsko-izmenjevalnim načinom. Več moţnih načinov interakcije med analiti in 
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stacionarno fazo nam da fleksibilnost in raznolikost pri doseganju ločbe tako 
polarnih kot nepolarnih analitov pod enakimi kromatografskimi pogoji[18]. 
 
1.4.1 Principi delovanja 
MMC stacionarna faza torej omogoča več načinov zadrţevanja analitov na njej. 
Priprava takih stacionarnih faz je moţna na več načinov (slika 3): 
 ligand na stacionarni fazi je funkcionaliziran na tak način da ima več 
kemijskih funkcij, 
 na osnovo stacionarne faze je vezanih več vrst ligandov, ki imajo vsak 
svojo kemijsko funkcijo, 
 stacionarno fazo sestavlja več različnih skupin oziroma delcev z 
različnimi nanje vezanimi ligandi[19]. 
 
 
Slika 3: Primeri priprave stacionarnih faz z mešanimi separacijskimi reţimi. 
 
Glede na tip interakcij, ki ga definirajo različne kombinacije kemijskih sestavin, 
ločimo več skupin stacionarnih faz. Te omogočajo[19]: 
 reverznofazne-hidrofilne interakcije, 
 reverznofazne-ionsko-izmenjevalne interakcije, 
 hidrofilne-ionsko-izmenjevalne interakcije in 
 tri različne načine interakcij (različne kombinacije).  
 
Reverznofazni-hidrofilni princip omogoča zadrţevanje širokega območja 
hidrofobnih in hidrofilnih analitov. Stacionarno fazo sestavlja kombinacija 
hidrofobnih in polarnih funkcionalnih skupin. Primeri tega so diolne skupine na 
dolgih alkilnih verigah[20], amidne skupine v kombinaciji s hidrofobnimi 
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skupinami (npr. fenilna skupina)[21], aminokisline ali kratki peptidi kot ligandi[22] 
ter zwitter-ionski ligandi na nepolarnih verigah[23]. 
 
Reverznofazni-ionsko-izmenjevalni princip deluje na podlagi vključitve ionskih 
skupin (ali takih, ki so zmoţne ionizacije) v C8 ali C18 alkilne verige ali pa 
funkcionalizacijo teh skupin na konce verig. Te funkcionalne skupine omogočajo 
močno (npr. sulfonska skupina) oziroma šibko (npr. karboksilna skupina) 
kationsko izmenjavo ali močno (npr. kvarterno-aminska skupina) oziroma šibko 
(npr. DEAE) anionsko izmenjavo. S tem je doseţena retencija tako hidrofobnih 
kot ionskih analitov[19]. 
Uporaba kombinacije hidrofilnih in ionsko-izmenjevalnih interakcij omogoča 
predvsem retencijo polarnih ionskih analitov. Tudi tukaj stacionarna faza 
vsebuje tako nabite kot nenabite hidrofilne skupine. Hidrofilne interakcije niso 
tako močne kot pri prejšnjih dveh principih. Prav tako je tu velik vpliv organske 
faze na retencijo in prevladujoče interakcije[24]. Primer te vrste stacionarne faze 
je imobilizirana aminska skupina na silikagel-alkilno verigo s končno azidno 
skupino[25]. 
Zaradi zahteve po hkratnem določevanju kemijsko zelo različnih analitov v 
vzorcih je prišlo tudi do razvoja stacionarnih faz, ki izkoriščajo tri retencijske 
načine. V literaturi se najde večje število takšnih stacionarnih faz, ki 
najpogosteje kombinirajo RP-HILIC-IEX interakcije. Primer je poliionska 
tekočina vezana na silikagel, ki vsebuje anionsko izmenjevalno funkcionalno 
skupino, dolgo nepolarno (hidrofobno) verigo in hidrofilno skupino[26]. 
 
Ustrezno selektivnost kromatografske metode pri MMC se, tako kot pri 
reverznofazni HPLC, doseţe z modifikacijo in optimizacijo ionske moči mobilne 
faze, pH-ja mobilne faze ter organskega deleţa v mobilni fazi. Vpliv ima seveda 
tudi temperatura in dodani modifikatorji[27]. 
Velika prednost tehnike je moţnost priprave oziroma izbire stacionarne faze, ki 
s sestavo zagotavlja ţeleno kombinacijo interakcij glede na obravnavane 
analite[27]. 
Uporaba reagentov ionskih parov v okviru te tehnike ni potrebna, ker ima ţe 
sama stacionarna faza enako funkcijo. Omenjena stacionarna faza zato 
uspešno zadrţuje polarne analite. 
 
1.4.2 Uporaba 
Pomembno vlogo imajo MMC stacionarne faze v farmacevtski industriji, 
predvsem za analizo spojin, ki so sicer ionizirane v celotnem pH območju 
klasičnih stacionarnih faz in zato na njih ne doseţemo retencije. Z uporabo 
MMC kromatografskih kolon se lahko v okviru ene kromatografske metode prav 
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tako zagotovi ustrezno separacijo in retencijo tako aktivne učinkovine kot njenih 
protiionov, v primeru da je substanca v obliki soli. Hkrati to olajša analizo 
razpadnih produktov in nečistot ter kiralno različnih oblik učinkovin[19]. 
Pogosta je tudi uporaba MMC stacionarnih faz v metabolomiki in lipidomiki. 
Zaradi velikega števila različnih analitov in širokega spektra kemijskih lastnosti 
metabolitov, ki se pojavljajo v vzorcih, je prednost uporabe tehnike MM-HPLC 
samoumevna[19]. Dodatna prednost je v moţni sklopitvi z MS tehniko. 
Kromatografske kolone z mešanimi separacijskimi reţimi so komercialno 
dostopne v več izvedbah z različnimi kombinacijami retencijskih mehanizmov. 
To je doseţeno z različnimi kemizmi stacionarnih faz in načinom priprave 
stacionarne faze. Pogoste so izvedbe s silikagelno osnovo. Nekatere od 
kombinacij kemizmov stacionarne faze so:
 
 
 nepolarna in kisla stacionarna faza (prisotna negativno nabita 
funkcionalna skupina),  
 nepolarna in bazična stacionarna faza (prisotna pozitivno nabita 
funkcionalna skupina), 
 nepolarna stacionarna faza z zmoţnostjo ustvarjanja kompleksnih 
interakcij z amini, sulfonskimi, fosfonskimi in kovinskimi ioni,  
 tri vrste interakcij: reverzno fazne, π-π in močna kationska izmenjava
[28]
. 
 
1.4.3 Slabosti tehnike 
Tehnika MMC ima tudi nekatere negativne lastnosti.   
V primeru da je kromatografska kolona proizvedena na (starejši) način polnjenja 
kolone z dvema različnima tipoma delcev stacionarne faze (npr. eni s funkcijo 
RP retencije in drugi s funkcijo IEX retencije) se pojavi teţava homogenosti 
polnila ter primerljivosti rezultatov med kolonami različnih serij[18]. 
Enaka teţava se pojavlja tudi pri polnilih z mešanimi ligandi. Pri polnilih, ki pa so 
proizvedene z vezavo ligandov v ali na konce baznih verig oziroma kjer imajo to 
vlogo zwitter-ionski ligandi, pa te teţave ni več[18]. 
Teţava se zna pojaviti pri razvoju metod v smislu izbire ustreznih pogojev za 
optimalno analizo analitov, ki se ločujejo glede na različne vrste interakcij. Najti 
ustrezno razmerje parametrov, kot so na primer ionska moč mobilne faze in 
deleţ organske faze v njej, ki zagotavljajo optimalno separacijo in obliko vrhov 
analitov, se lahko namreč izkaţe za zamudno delo. Sprememba deleţa 
organske faze ima velik vpliv na retencijo nepolarnih specij, medtem ko ima 
ionska moč velik vpliv na retencijo nabitih in polarnih specij. Najti ustrezen 
kompromis v okviru ene kromatografske metode pa je ravno cilj razvoja metode. 
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1.5 Alternativni pristopi h kromatografski ločbi ionskih analitov 
 
Ločba polarnih analitov je moţna tudi z nekaterimi drugimi kromatografskimi 
tehnikami. Izpostavil bi predvsem uporabo HILIC stacionarnih faz in ionsko-
izmenjevalne kromatografije. Obe zaradi določenih vidikov nista optimalni ali 
sploh boljši izbiri za hkratno analizo nevtralnih in ionskih analitov. 
HILIC kromatografija (hydrophilic interaction chromatography) je podobna 
normalno fazni kromatografiji, z razliko da je tu voda v vlogi močnejšega 
eluenta. Drugačen je tudi mehanizem ločbe. Stacionarna faza je 
polarna/hidrofilna, kar povzroči nastanek stabilne vodne plasti na njej, analiti pa 
se porazdeljujejo med to plastjo in premikajočo se preteţno organsko mobilno 
fazo[29]. Slabosti tehnike so predvsem visoka poraba organskih topil, netopnost 
analitov pri visokih deleţih organske faze ter slab nadzor nad retencijo 
hidrofobnih analitov[18]. 
Ionsko-izmenjevalna kromatografija (»ion-exchange chromatography« oz. 
IEC) se uporablja predvsem za ločbo anorganskih ionov. Razširjene so tudi 
aplikacije metode za analizo raznih biomolekul (aminokisline, peptidi, proteini, 
oligonukleotidi), karboksilnih kislin in ogljikovih hidratov. Stacionarno fazo 
sestavljajo ionizirane funkcionalne skupine ali take, ki so zmoţne ionizacije pod 
ustreznimi pogoji. Glede na naboj teh skupin je nato doseţena retencija 
nasprotno nabitih analitov, ki potujejo z mobilno fazo, torej anionov (AEX) ali 
kationov (CEX). Elucijo pa se doseţe z ustrezno koncentracijo ionov v mobilni 
fazi, ki izpodrivajo ione analitov istega naboja[3]. Slabe strani tehnike so 
večinska nezmoţnost doseganja retencije nevtralnih analitov, slaba selektivnost 
med različnimi analiti z istim nabojem ter nezmoţnost sklopitve z MS sistemom 
zaradi visokih koncentracij soli[18]. 
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2 NAMEN DELA 
 
Tekom magistrskega dela sem preveril uporabnost principa kromatografije 
ionskih parov in principa kromatografije mešanih separacijskih reţimov na 
primeru določevanja vsebnosti polarnega analita 4-aminofenola in določevanja 
sorodnih substanc 4-aminofenola s tehniko tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti. 
 
Z ozirom na prednosti in slabosti, ki jih imata posamezna pristopa, sem izvedel 
primerjavo postopkov razvoja ustreznih kromatografskih metod ter 
kromatografskih parametrov, ki sem jih dosegel v okviru končnih rezultatov. Za 
primerjavo ustreznosti določevanja 4-aminofenola sem posnel tudi 
kromatograme raztopine vzorca analita na nekaterih pogosto uporabljanih 
reverzno-faznih kolonah. Cilj je bil tudi razviti kromatografski metodi za 
določevanje vsebnosti 4-aminofenola in za določevanje sorodnih substanc 4-
aminofenola. 
 
Izvedel sem tudi primerjavo rezultatov dobljenih z uporabo različnih reagentov 
ionskih parov. Preveril sem smiselnost uporabe posameznih reagentov ionskih 
parov, ustreznost dobljenih rezultatov pri njihovi uporabi, njihove prednosti in 
slabosti ter vplive na modifikacijo in reverzibilnost kromatografskih parametrov, 
dobljenih na izbrani koloni.  
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1 Kemikalije in reagenti 
 
Tekom eksperimentalnega dela sem uporabil sledeče kemikalije in reagente za 
pripravo mobilnih faz, topil ter degradacijskih medijev: 
A. Standardi in standardne raztopine: 
 4-aminofenol (acetaminophen), CAS: 123-30-8, Sigma Aldrich 
 Testna raztopina za preveritev stanja kolone Reverse phase 2, 
PN: AL0-3045, Phenomenex 
B. Topila: 
 voda, prečiščena za kromatografijo, MilliQ; 
 acetonitril, CH3CN (J.T.Baker, Ultra gradient HPLC Grade); 
 metanol, CH3OH (J.T. Baker, for use in HPLC) 
C. Reagenti: 
 fosforjeva(V) kislina, H3PO4, (min. 85 %, Fluka, puriss. p. a.); 
 ocetna kislina, koncentrirana; CH3COOH (Honeywell Fluka, 
puriss.p.a.); 
 mravljična kislina, CH2O2 (puriss. p. a., Honeywell Fluka); 
 natrijev dihidrogenfosfat, NaH2PO4, (Sigma-Aldrich, purum. p. a.); 
 kalijev klorid, KCl (Fisher Chemical, 99 %); 
 trifluoroocetna kislina, TFA, C2HF3O2 (Fluka, for HPLC, ≥99,0 %); 
 natrijev heptilsulfonat, SHS, NaC7H15SO3 (Lichropur, Merck); 
 natrijev dodecilsulfat, SDS, NaC12H25SO4 (Sigma Aldrich, ACS 
reagent, ≥99,0 %); 
 perklorna kislina, HClO4, (pro analysi, Kemika); 
 natrijev hidroksid, NaOH (Merck, ISO); 
 klorovodikova kislina konc., HCl, (37 %, Carlo Erba, for analysis - 
ISO); 
 vodikov peroksid, H2O2 (30 %, Belox). 
 
3.2 Kromatografske kolone 
 
Tekom eksperimentalnega dela sem uporabil sledeče kromatografske kolone: 
Kromatografske kolone z mešanimi separacijskimi reţimi: 
 Primesep 200, dimenzije 4,6 x 150 mm, 3 µm delci in 100 Å pore, PN: 
200-46.150.0310, SN: P2PHD77S, LN: C06-028 
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 Primesep 100, dimenzije 4,6 x 250 mm, 5 µm delci in 100 Å pore, PN: 
100-46.250.0510, SN: P1LJNDJ8, LN: 015-116C 
 Primesep 100, dimenzije 4,6 x 250 mm, 5 µm delci in 100 Å pore, PN: 
100-46.250.0510, SN: P1PTEN4Y, LN: C07-018 
 
Reverzno fazne kromatografske kolone: 
 Kinetex C18, dimenzije 4,6 x 150 mm, 2,6 µm delci in 100 Å pore, PN: 
00F-4462-E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229; 
 Kinetex C18, dimenzije 4,6 x 150 mm, 2,6 µm delci in 100 Å pore, PN: 
00F-4462-E0, SN: H15-042310, LN: 5569-203; 
 Kinetex C8, dimenzije 4,6x150 mm, 2,6 µm delci, 100 Å, PN: 00F-4497-
E0, SN: H17-189735, BN: 5604-0134; 
 Luna C5, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm delci, 100 Å, PN: 00F-4043-E0, SN: 
H17-123477, BN: 5237-0020; 
 Kinetex Phenyl Hexyl, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm delci, 100 Å, PN: 00F-4495-
E0, SN:H17-157216, BN: 5602-015; 
 Kinetex F5, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm delci, 100 Å, PN: 00F-4723-E0, SN: 
H16-407330, BN: 5723-0019. 
 
3.3 Kromatografski sistemi in programska oprema 
 
Eksperimentalno delo sem izvedel na kromatografih proizvajalca Thermo 
Scientific in sicer na sistemih Ultimate 3000.   
Večina kromatografskih eksperimentov je bila izvedena na sistemu Ultimate 
Dual s sledečimi specifikacijami oziroma sestavnimi deli: 
 črpalka z dvojnim gradientom (DGP-3600A), 
 avtomatskega vzorčevalnika (WPS-3000 SplitLoop), 
 kolonski termostat (TCC-3100) in 
 DAD detektor (DAD-3000). 
 
Prav tako sem uporabil kromatografski sistem Ultimate Scouter s sledečimi 
specifikacijami oziroma sestavnimi deli: 
 kvarterna črpalka (LPG-3400SD), 
 selekcijski ventil (Rheodyne.MXIIvalve) 
 avtomatski vzorčevalnik (WPS-3000SplitLoopRS), 
 kolonski termostat (TCC-3200) in 
 DAD detektor (DAD-3000). 
 
17 
 
Za obdelavo kromatografskih podatkov sem uporabil programsko opremo 
Chromeleon 7 Chromatography Data System, Version 7.2 SR4. 
Tekom eksperimentalnega dela sem uporabljal tudi programsko opremo 
MarvinSketch ter Microsoft Office Excel. 
 
3.4 Ostali instrumenti 
 
Tekom dela so bili uporabljeni tudi sledeči instrumenti in aparature: 
 pH meter 826 pH Mobile (Metrohm), 
 mikropipeta 100-1000 µL, Biohit (Sartorius), 
 ultrazvočna kopel Sonis 20 (Iskra), 
 magnetno mešalo 85-2 Magnetic stirrer XMTD-702, 
 sušilnik Function Line (Heraeus instruments), 
 mikrotehtnica AX26 Delta Range (Mettler Toledo), 
 analitska tehtnica AE163 (Mettler Toledo). 
 
3.5 Potek eksperimentalnega dela 
 
3.5.1 Opis analita in priprava raztopin 
Izbranemu analitu – 4-aminofenolu sem določil nekatere osnovne lastnosti. 
Snov sem opisal glede na izgled, mu izračunal teoretični protonacijski profil, 
preveril topnost v sledečih topilih:  
 mešanica acetonitril : voda = 1 : 1 (V/V), 
 mešanica MeOH : voda = 1 : 1 (V/V), 
 metanol, 
 acetonitril, 
ter mu posnel UV-Vis absorbcijski spekter . V ustreznem topilu sem nato 
pripravil raztopine 4-aminofenola pri različnih koncentracijah (0,5 mg/mL, 0,25 
mg/mL ter koncentracije uporabljene za preveritev linearnosti metod). 
Raztopine sem pripravil po postopku z raztapljanjem ustrezne natehte vzorca 4-
aminofenola v stekleni merilni bučki volumna 10 mL in s pomočjo obdelave na 
ultrazvoku. Po redčenju do oznake sem raztopino dobro premešal in po potrebi 
redčil s topilom z ustreznim redčitvenim faktorjem. 
Na UV-Vis absorpcijskem spektru sem določil relevantne valovne dolţine za 
snemanje kromatogramov, katere sem nato uporabil za identifikacijo ter 
določevanje tekom izvedbe kromatografskih eksperimentov. 
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Dodatno sem pripravil tudi degradacijske raztopine 4-aminofenola v 
degradacijskih medijih: 
 0,1 M NaOH, kar ustreza 0,2 g NaOH/50 mL topila, 
 0,01 M NaOH, kar ustreza 0,02 g NaOH/50 mL topila, 
 0,1 M HCl, kar ustreza 0,416 mL HCl/50 mL topila, 
 0,3 % H2O2, kar ustreza 0,5 mL H2O2/50 mL topila. 
Degradacijske medije sem pripravil z raztapljanjem (NaOH) oziroma redčenjem 
(HCl in H2O2) ustrezne količine koncentriranega reagenta v topilu, tako da je 
bila doseţena ustrezna koncentracija. NaOH pelete sem raztopil s pomočjo 
mešanja na magnetnem mešalu za 5 minut. 
Za pripravo in hrambo raztopin analita sem uporabljal temno steklovino, zaradi 
potencialne občutljivosti 4-aminofenola na svetlobo. Pripravljene raztopine so 
bile hranjene v hladilniku na 6 °C. 
 
3.5.2 Preveritev retencije analita na nekaterih klasičnih reverzno-faznih 
kolonah 
Pripravil sem raztopino 4-aminofenola s koncentracijo 0,5 mg/mL. 
Natehtal sem 5 mg 4-aminofenola v 10 mL merilno bučko, dodal ¾ volumna 
merilne bučke izbranega topila ter raztopil z obdelavo na ultrazvočni kopeli za 
pribliţno 10 minut. Raztopino sem nato temperiral na sobno temperaturo, redčil 
s topilom do oznake ter premešal. Tako pripravljeno raztopino sem uporabil kot 
raztopino vzorca 1 (RV1) za injiciranje. 
Na sledečih kolonah sem posnel kromatograme raztopine RV1 pri spodaj 
opisanih kromatografskih pogojih. 
 Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å 
 Kinetex C8, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å 
 Luna C5, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å 
 Kinetex Phenyl Hexyl, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å 
 Kinetex F5, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å 
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Osnovni podatki oziroma posebnosti preizkušenih kromatografskih kolon so 
sledeče: 
 Kinetex C18 je klasična stacionarna faza, ki zagotavlja močne hidrofobne 
interakcije zaradi prisotnih C18 alkilnih verig.  
 Kinetex C8 kolone zaradi krajših alkilnih verig (C8), ki sestavljajo 
stacionarno fazo, zmanjšajo retencijo nepolarnih analitov napram C18 
fazi. 
 Luna C5 ponuja moţnost še manj intenzivnih hidrofobnih interakcij s 
posledično manjšo retencijo in moţnostjo postavitve hitrejše metode. 
 Kinetex Phenyl Hexyl je bolj specifična vrsta kolone, kjer je na silanolno 
skupino vezana šestčlenska alkilna veriga z dodatnim fenilnim obročem. 
Zaradi dodatnih π-π interakcij, je taka stacionarna faza uporabna za 
zadrţevanje analitov, katerih kemijska struktura vsebuje delokalizirane 
elektrone. 
 Kinetex F5 pa s posebno stacionarno fazo ponuja 5 mehanizmov, s 
katerimi doseţemo retencijo analitov. Stacionarno fazo sestavlja alkilna 
veriga vezana na silanolne skupine, nanjo pa je vezan perfluoriran fenilni 
obroč. S tem dobimo hidrofobne interakcije (alkilna veriga), π-π 
interakcije (fenilni obroč), elektrostatske interakcije (fluorove funkcionalne 
skupine), sterične interakcije (zaradi oblike stacionarne faze) ter 
vodikove vezi (analiti interagirajo z elektronegativnimi fluorovimi 
atomi)[30]. 
Izbrane so bile kolone, ki se pogosto najdejo v uporabi pri reverzno-fazni 
tekočinski kromatografiji visoke ločljivosti, pa tudi kolone z bolj eksotičnimi 
lastnostmi. Vse od naštetih kolon so stabilne v pH območju med 1,5 in 8,5, z 
izjemo Luna C5, ki tolerira pH do 10[31,32]. 
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Posnete kromatograme sem nato primerjal med sabo ter komentiral. 
 
3.5.3 Kromatografija ionskih parov 
Uporabljene kromatografske kolone 
V okviru preveritve kromatografije na principu uporabe reagentov ionskih parov 
sem uporabil kolono Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, PN: 00F-4462-
E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229. Kot referenca je bila uporabljena tudi 
enaka kolone druge serije Kinetex C18, dimenzije 4,6 x 150 mm, 2,6 µm delci in 
100 Å pore, PN: 00F-4462-E0, SN: H15-042310, LN: 5569-203.  
 
Postopek preveritve stanja kolone 
Za preveritev ustreznosti stanja kolone in za spremljanje ustreznosti 
kromatografskih parametrov sem injiciral testno raztopino AL0-3045 
(Phenomenex). Testna raztopina vsebuje spojine uracil (0,41 mg/mL), 
acetofenon (0,002 %), toluen (0,14 %) ter naftalen (0,02 mg/mL). Pri 
predpisanih kromatografskih pogojih sem posnel kromatograme testne 
raztopine. 
 
 
Protokol preveritve stanja kolone s snemanjem testne raztopine je bil tak, da 
sem na različnih stopnjah preveritve uporabe posameznega reagenta ionskih 
parov (pred uporabo, po uporabi, po osnovnem spiranju, po agresivnem 
spiranju, po prehodu na nov kromatografski sistem) posnel tri kromatograme 
slepega injiciranja in nato 4 kromatograme testne raztopine. Iz podatkov teh 
štirih kromatogramov sem nato določil povprečne vrednosti kromatografskih 
parametrov (retencijski čas analitov, površina, višina ter širina vrha analita, 
ločljivost med vrhovi ter število kromatografskih podov). Te kromatografske 
parametre sem nato primerjal s parametri dobljenimi na prejšnjih stopnjah in iz 
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njihove primerjave sklepal na vpliv uporabe reagenta ionskih parov na stanje 
kolone. Glede na reverzibilnost kromatografskih parametrov po uporabi 
reagentov ionskih parov in po spiranju sem sklepal kakšen protokol spiranja 
kolone je potreben za vrnitev kolone v stanje primerljivo začetnemu in kateri 
reagenti so smiselni za uporabo pri podobnih analizah. 
 
Izbira reagentov ionskih parov 
Glede na razpoloţljive reagente in z namenom preveritve čim širšega spektra 
kemijsko različnih reagentov ionskih parov, sem za namen eksperimentalnega 
dela izbral sledeče reagente ionskih parov: 
 trifluorocetna kislina, 
 perklorat, 
 natrijev heptilsulfonat in 
 natrijev dodecilsulfat. 
V primeru perklorata je le ta izjemoma naveden kot ionska specija, ker sem 
preverjal vpliv perkloratnega iona in koncentracije le tega. Pripravljena je bila z 
ekvimolarno količino NaOH nevtralizirana raztopina perklorne kisline. Ta je 
imela ustrezno koncentracijo perkloratnih ionov in ker protiion (Na+) nima vloge 
reagenta ionskih parov, je kot reagent ionskih parov podan le perklorat oz. 
perkloratni ion. V ostalih primerih so bile pripravljene raztopine trifluoroocetne 
kisline, ter natrijevih soli heptilsulfonata oz. dodecilsulfata in so zato tudi tako 
podane. 
Zaradi bazične narave analita so bili izbrani anionski reagenti ionskih parov. 
Izbrani reagenti so bili pripravljeni kot mobilne faze v sledečih koncentracijah: 
 trifluorocetna kislina - 0,3 % raztopina v vodi (V/V), 
 perkloratni ion – 50 mM raztopina v 0,1 % H3PO4 (V/V), 
 natrijev heptilsulfonat – 25 mM raztopina v 0,1 % H3PO4 (V/V), 
 natrijev dodecil sulfat – 50 mM raztopina v 0,1 % H3PO4 (V/V). 
Pri postavitvi kromatografskih metod sem uporabil pripravljene mobilne faze v 
kombinaciji z vodno mobilno fazo (voda ali 0,1 % H3PO4) brez reagenta ionskih 
parov. Z različnim razmerjem teh dveh vodnih mobilnih faz so bile doseţene še 
niţje koncentracije reagentov ionskih parov: 
 trifluorocetna kislina - 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,2 % in 0,3 %, 
 perkloratni ion – 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM in 50 mM, 
 natrijev heptilsulfonat – 2,5 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM in 25 mM, 
 natrijev dodecil sulfat – 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM in 50 mM. 
 
Izbira kromatografskih pogojev 
Uporabljena je bila opisana osnovna kromatografska metoda: 
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Ţelene koncentracije reagentov ionskih parov sem dosegel z ustreznim 
razmerjem preostalih mobilnih faz (MFA in MFC). Posamezne gradientne 
metode so prikazane na naslednji strani v tabeli 1. Predpisane gradientne 
metode zagotovijo ustrezno koncentracijo reagenta ionskih parov tekom celotne 
gradientne metode. 
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Tabela 1: Uporabljene gradientne metode. 
 
Efektivna vodna 
mobilna faza 
Gradient 
Brez reagenta 
ionskih parov 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 95 5 0 
3 95 5 0 
15 25 75 0 
17 25 75 0 
17,2 95 5 0 
20 95 5 0 
 
 
5 mM (perklorat oz. 
SDS) oziroma 2,5 
mM (SHS) reagent 
ionskih parov 
 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 85,5 5 9,5 
3 85,5 5 9,5 
15 22,5 75 2,5 
17 22,5 75 2,5 
17,2 85,5 5 9,5 
20 85,5 5 9,5 
 
 
10 mM (perklorat oz. 
SDS) oziroma 5 mM 
(SHS) reagent 
ionskih parov 
 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 76 5 19 
3 76 5 19 
15 20 75 5 
17 20 75 5 
17,2 76 5 19 
20 76 5 19 
 
 
20 mM (perklorat oz. 
SDS) oziroma 10 
mM (SHS) reagent 
ionskih parov 
 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 57 5 38 
3 57 5 38 
15 15 75 10 
17 15 75 10 
17,2 57 5 38 
20 57 5 38 
 
 
30 mM (perklorat oz. 
SDS) oziroma 15 
mM (SHS) reagent 
ionskih parov 
 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 38 5 57 
3 38 5 57 
15 10 75 15 
17 10 75 15 
17,2 38 5 57 
20 38 5 57 
 
 
40 mM (perklorat oz. 
SDS) oziroma 20 
mM (SHS) reagent 
ionskih parov 
 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 19 5 76 
3 19 5 76 
15 5 75 20 
17 5 75 20 
17,2 19 5 76 
20 19 5 76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efektivna vodna 
mobilna faza 
 
 
Gradient 
50 mM (perklorat 
oz. SDS) oziroma 
25 mM (SHS) 
reagent ionskih 
parov 
 
 
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 0 5 95 
3 0 5 95 
15 0 75 25 
17 0 75 25 
17,2 0 5 95 
20 0 5 95 
 
 
0,01 % TFA  
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 91,8 5 3,2 
3 91,8    5 3,2 
15 24,2 75 0,8 
17 24,2 75 0,8 
17,2 91,8 5 3,2 
20 91,8 5 3,2 
 
 
0,05 % TFA  
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 79,2 5 15,8 
3 79,2 5 15,8 
15 20,8 75 4,2 
17 20,8 75 4,2 
17,2 79,2 5 15,8 
20 79,2 5 15,8 
 
 
0,1 % TFA  
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 63,3 5 31,7 
3 63,3 5 31,7 
15 16,7 75 8,3 
17 16,7 75 8,3 
17,2 63,3 5 31,7 
20 63,3 5 31,7 
 
 
0,2 % TFA  
 
Čas (min) % MFA % MFB % MFC 
0 31,7 5 63,3 
3 31,7 5 63,3 
15 8,3 75 16,7 
17 8,3 75 16,7 
17,2 31,7 5 63,3 
20 31,7 5 63,3 
 
 
0,3 % TFA  
 
Čas (min %MFA % MFB % MFC 
0 0 5 95 
3 0 5 95 
15 0 75 25 
17 0 75 25 
17,2 0 5 95 
20 0 5 95 
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Osnovna validacija kromatografske metode za določevanje 4-aminofenola 
Za določevanje vsebnosti 4-aminofenola je bila validirana kromatografska metoda s 
30 mM SDS, opisana na prejšnji strani v tabeli 1. 
Določil sem delovno koncentracijo, linearnost metode, mejo zaznave in mejo 
določevanja, ponovljivost injiciranja na različnih koncentracijskih območjih ter točnost 
metode. 
 
Preveritev ustreznosti kromatografske metode za določevanje sorodnih 
substanc 4-aminofenola 
 
Preveril sem modificirano končno metodo ter injiciral raztopine 4-aminofenola 
pripravljene v degradacijskih medijih - v bazičnem (0,1 M in 0,01 M NaOH), kislem 
(0,2 M HCl) in oksidativnem mediju (0,1 % H2O2) ter v topilu pri izpostavitvi svetlobi 
za 8 ur. 
Uporabil sem sledečo kromatografsko metodo: 
 
 
3.5.4 Kromatografija mešanih separacijskih režimov 
Uporabljene kromatografske kolone 
Za razvoj sem uporabil kromatografski koloni Sielc Primesep 100 (250 x 4,6 mm) ter 
Sielc Primesep 200 (150 x 4,6 mm).  
 
Razvoj kromatografske metode 
Z zaporednimi koraki postavitve gradientne metode in izbiro kromatogafskih 
parametrov sem razvil metodo za določevanje 4-aminofenola na izbrani koloni. 
Podroben opis in potek razvoja kromatografske metode je podan v poglavju Rezultati 
in razprava. 
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Osnovna validacija razvite metode 
Razvito metodo sem nato še delno validiral na enak način kot metodo z uporabo 
SDS.  
Določena je bila delovna koncentracija, linearnost metode, meja zaznave in meja 
določevanja, ponovljivost injiciranja na različnih koncentracijskih območjih ter točnost 
metode. 
 
Preveritev ustreznosti kromatografske metode za določevanje sorodnih 
substanc 4-aminofenola 
Informativno sem preveril tudi primernost razvite metode za določevanje sorodnih 
substanc oz. nečistot 4-aminofenola.  
Uporabil sem modificirano končno metodo ter raztopine 4-aminofenola pripravljene v 
degradacijskih medijih - v bazičnem (0,1 M in 0,01 M NaOH), kislem (0,2 M HCl) in 
oksidativnem mediju (0,1 % H2O2) ter v topilu pri izpostavitvi svetlobi za 8 ur. 
Uporabljena je bila sledeča kromatografska metoda: 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Opis analita, topnost in kvalitativna obravanava raztopine 
 
Vzorec 4-aminofenola je kristalinična snov, svetlo rjave barve. 
Teoretično izračunan protonacijski profil spojine (programska oprema MarvinSketch) 
je prikazan na sliki 4. 4-aminofenol se pojavlja v treh oblikah. Pri nizkih pH vrednosti 
je v obliki s protonirano aminsko skupino, v okolici nevtralnega pH-ja se pojavlja v 
obliki brez naboja, pri visokih pH vrednostih pa je v obliki z deprotonirano hidroksilno 
skupino. 
 
Slika 4: Protonacijski profil 4-aminofenola. 
 
UV-Vis absorpcijski spekter spojine v mešanici acetonitril : voda = 1 : 1 (V/V) je 
prikazan na sliki 5. Opazimo dva absorpcijska maksimuma in sicer pri valovni dolţini 
218 nm in 273 nm ter lokalni absorbcijski minimum pri valovni dolţini 242 nm. 
 
Slika 5: UV-Vis absorbcijski spekter. 
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Preveritev topnosti 4-aminofenola - v acetonitrilu, metanolu in v mešanici vsakega od 
teh dveh topil z vodo v razmerju 1 : 1 (V/V) - je potrdila ustrezno raztapljanje pri 
koncentraciji 1 mg/mL, s pomočjo obdelave z ultrazvokom, v vseh štirih topilih. Da bi 
bila zmanjšana moţnost za nastanek teţav, zaradi potencialnega vpliva efekta topila, 
sem kot topilo tekom izvedbe HPLC eksperimentov uporabljal mešanico acetonitril : 
voda = 1 : 1 (V/V). V tej mešanici tudi pride do nekoliko hitrejšega raztapljanja 4-
aminofenola kot v mešanici z metanolom. 
Uporabljeno topilo za pripravo raztopin za kromatografske eksperimente je bila torej 
mešanica acetonitril : voda = 1 : 1 (V/V). Določeno maso (npr. 5,0 mg) analita sem 
natančno natehtal in kvantitativno prenesel v bučko (10 mL), dodal ¾ volumna bučke 
topila ter obdeloval v ultrazvočni kopeli 10 minut, da se je ves analit raztopil. 
Raztopino sem nato temperiral 10 minut na sobni temperaturi, dopolnil do oznake s 
topilom in dobro premešal. Tako pripravljena raztopina je raztopina vzorca 1 (RV1) s 
koncentracijo 0,5 mg/mL. Raztopino vzorca 1 sem nato še dodatno redčil za faktor 2 
(5 mL/10 mL) s topilom, da sem dobil raztopino vzorca 2 (RV2) s koncentracijo 0,25 
mg/mL. Pri pripravi raztopin za preveritev linearnosti sta bili natehta in redčenje 
ustrezno prilagojeni. 
Tekom priprave sem opazil da se raztopina 4-aminofenola po relativno kratkem 
časovnem obdobju (manj kot 24 ur) obarva. Raztopina s časom pridobiva temnejši 
rjav odtenek. Hitrejše obarvanje sem opazil če je raztopina izpostavljena svetlobi ali 
kemičnim degradacijskim pogojem – predvsem bazičnemu okolju.   
Na sliki 6 je prikazana primerjava obarvanosti raztopin po pribliţno 20 minutah od 
priprave raztopin. Topila v katerih so raztopine pripravljene si sledijo od leve proti 
desni: topilo, 0,1 M HCl v topilu, 0,1 M NaOH v topilu, 0,01 M NaOH v topilu, 0,3 % 
H2O2 v topilu. Zadnja bučka na desni je raztopina v topilu, ki je bila shranjena v 
hladilniku 1 teden. 
 
Slika 6: Sprememba barve raztopine 4-aminofenola v različnih medijih.  
(Od leve proti desni: topilo, 0,1 M HCl v topilu, 0,1 M NaOH v topilu, 0,01 M NaOH v topilu, 0,3 % H2O2 v topilu. 
Zadnja bučka na desni je raztopina v topilu, ki je bila shranjena v hladilniku 1 teden.) 
 
Opazovana obarvanost raztopin 4-aminofenola nakazuje na določeno stopnjo 
razpada spojine na obarvane razpadne produkte. Ta pojav je najbolj izraţen pri 
izpostavljenosti 4-aminofenola bazičnemu mediju. 
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Zaradi občutljivosti 4-aminofenola, kar se je pokazalo tudi na posnetih kromatogramih 
- več prisotnih vrhov nečistot, sem raztopine pripravljal redno na krajše časovne 
intervale (vsakih nekaj dni oziroma vsak dan glede na izvedbo eksperimentov).  
 
4.2 Preveritev retencije 4-aminofenola na različnih kolonah 
 
4-aminofenol zaradi svojega ionskega značaja spada v skupino analitov za katere 
pričakujemo da bo doseg zadrţevanja na koloni in doseg ustreznih kromatografskih 
parametrov na reverzno-faznem principu kromatografije teţaven.   
Retencijo 4-aminofenola sem preveril na sledečih kromatografskih kolonah: 
 Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, 
 Kinetex C8, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, 
 Luna C5, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, 
 Kinetex Phenyl Hexyl, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å in 
 Kinetex F5, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å. 
 
Za testiranje zadrţevanja 4-aminofenola na kromatografskih kolonah sem uporabil 
raztopino s koncentracijo 0,5 mg/mL. Retencija ni bila doseţena (slika 7). Na 
kromatogramih vseh preizkušenih kromatografskih kolon se namreč pojavi visok vrh, 
ki se eluira ţe z mrtvim volumnom in ga identificiramo kot 4-aminofenol. Istovetnost 
sem potrdil z UV-Vis absorpcijskim spektrom.   
Vrhovi, ki so vidni na kromatogramih na območju okoli 5. minute, so najverjetneje 
vrhovi razpadnih produktov 4-aminofenola. 
 
Slika 7: Primerjava kromatogramov posnetih na različnih kromatografskih kolonah: 
 črna barva prikazuje kromatogram topila, 
 modra barva prikazuje kromatogram raztopine analita posnet na koloni Kinetex C18 (SN: H17-1919398), 
 roza barva prikazuje kromatogram raztopine analita posnet na koloni Kinetex C8, 
 zelena barva prikazuje kromatogram raztopine analita posnet na koloni Luna C5, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram raztopine analita posnet na koloni Kinetex Phenyl Hexyl, 
 siva barva prikazuje kromatogram raztopine analita posnet na koloni Kinetex F5, 
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 zeleno modra barva prikazuje kromatogram raztopine analita posnet na koloni Kinetex C18 (SN: H15-
042310. 
 
Iz eksperimenta je razvidno da za izbran analit, 4-aminofenol, ni moţno doseči 
ustrezne retencije na preizkušenih kolonah in pri osnovnih kromatografskih pogojih. 
Predvsem pri izbiri mobilne faze (razmerje vodne in organske faze, izbira pufra, pH) 
bi imel na voljo še nekaj moţnosti za preveritev vpliva na retencijo in za poskus 
dosega ustreznega zadrţevanja. Zaradi majhne verjetnosti da bi dosegel ustrezno 
zadrţevanje nadaljnje preveritve teh kolon nisem izvedel.  
Vidi se da retencija ni bila doseţena na klasičnih C18 in C8 stacionarnih fazah, 
zaradi krajše alkilne verige posledično tudi C5 ni bila ustrezna. Tudi dodatne 
interakcije, ki jih zagotavljata Phenyl Hexyl in F5 kolona, ne omogočijo zadrţevanja 
4-aminofenola.  
Ker z reverzno faznim HPLC načinom nisem dosegel retencije, je 4-aminofenol 
primeren analit za preveritev mehanizma kromatografije ionskih parov in 
kromatografije z mešanimi separacijskimi reţimi.  
 
4.3 Kromatografija ionskih parov 
 
4.3.1 Testna raztopina in preveritev kromatografskih parametrov kolone 
Pred uporabo reagentov ionskih parov sem na koloni posnel testno raztopino in 
zabeleţil stanje kromatografskih parametrov dobljenih vrhov na kromatogramu. 
Na posnetih kromatogramih sem nato spremljal retencijske čase, površino vrhov, 
višino vrhov, separacijski faktor med vrhom in naslednjim eluiranim vrhom, simetrijo 
vrha ter število kromatografskih podov za posamezen vrh. Iz vrednosti na 
posameznih kromatogramih je bila za vsak parameter nato izračunana povprečna 
vrednost in pripadajoč relativni standardni odmik.  
Kromatogrami so bili snemani na koloni Kinetex C18. C18 kolone so med 
najpogosteje uporabljanimi stacionarnimi fazami v okviru RP-HPLC tehnike, zato sem 
se tudi odločil za preveritev le te. 
Na koloni Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, z 2,6 µm delci in 100 Å porami, PN: 00F-4462-
E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229 posnet kromatogram testne raztopine je 
prikazan na sliki 8. 
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Slika 8: Kromatogram testne raztopine posnet na koloni SN: H17-191398. 
 
Na referenčni koloni Kinetex C18, dimenzije 4,6 x 150 mm, z 2,6 µm delci in 100 Å 
porami, PN: 00F-4462-E0, SN: H15-042310, LN: 5569-203 posnet kromatogram 
testne raztopine pa je prikazan na sliki 9.  
 
Slika 9: Kromatogram testne raztopine posnet na koloni SN: H15-042310. 
 
Iz primerjave zbranih kromatografskih parametrov dobljenih na različnih serijah 
izbrane kromatografske kolone se vidi da dajeta oba lota kolone primerljive rezultate 
(tabela 2).  
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Tabela 2: Zbrani podatki kromatografskih parametrov analitov testne raztopine dobljenih na dveh kolonah. 
 
SN: H15-042310 SN: H17 191-398 
Analit Uracil 
- Povprečje RSD [%] Povprečje RSD [%] 
Rt [min] 0,758 0,7 0,749 0,2 
Površina [mAu*min] 4,09 0,3 4,08 0,5 
Višina [mAu] 118,1 0,3 121 2,0 
Širina 0,031 0,8 0,029 2,9 
Simetrija 0,81 2,2 0,73 2,2 
Ločljivost 14,7 1,2 16,6 1,7 
Število kromatografskih podov 3280 2,9 3800 5,4 
Analit Acetofenon 
- Povprečje RSD [%] Povprečje RSD [%] 
Rt [min] 1,54 0,7 1,570 0,0 
Površina [mAu*min] 21,36 0,4 21,41 0,4 
Višina [mAu] 644 0,8 678 0,8 
Širina 0,031 0,7 0,030 0,4 
Simetrija 1,03 3,7 1,1 2,4 
Ločljivost 26,8 0,7 27,86 0,2 
Število kromatografskih podov 13300 1,8 15500 0,7 
Analit Toluen 
- Povprečje RSD [%] Povprečje RSD [%] 
Rt [min] 3,53 0,5 3,479 0,1 
Površina [mAu*min] 48,2 0,5 48,2 0,6 
Višina [mAu] 803 0,2 879 0,8 
Širina 0,057 0,4 0,051 0,2 
Simetrija 0,86 1,8 0,98 2,7 
Ločljivost 11,75 0,6 12,38 0,4 
Število kromatografskih podov 21500 1,7 25600 0,4 
Analit Naftalen 
- Povprečje RSD [%] Povprečje RSD [%] 
Rt [min] 4,84 0,6 4,733 0,1 
Površina [mAu*min] 78,2 0,6 77,6 0,6 
Višina [mAu] 979 0,2 1059 0,9 
Širina 0,075 0,7 0,068 0,4 
Simetrija 0,98 0,5 1,03 1,5 
Ločljivost / / / / 
Število kromatografskih podov 23100 1,1 26600 0,8 
 
Doseţena je ustrezna retencija vseh analitov, vrhovi so med sabo ustrezno 
separirani, prav tako je ustrezna oblika vrhov in doseţeno visoko število 
kromatografskih podov.  
Pri uporabi alternativnega kromatografskega sistema ULTIMATE Dual je bilo 
potrebno modificirati kromatografsko metodo za preveritev testne raztopine in sicer 
zaradi niţje meje najvišjega dovoljenega tlaka na sistemu. Kromatografski metodi 
sem zmanjšal pretok, s čimer sem poleg zniţanja tlaka v sistemu vplival tudi na 
retencijski čas analitov in ostale kromatografske parametre.  
S to metodo sem na kromatografskem sistemu ULTIMATE Dual prav tako posnel 
testno raztopino na koloni Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, PN: 00F-4462-
E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229. Iz kromatogramov (slika 10) sem nato pridobil 
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relevantne informacije (tabela 3). Retencijski časi so sedaj nekoliko drugačni zaradi 
spremembe pretoka. Zaradi spremembe kromatografskega sistema (drug detektor, 
drugačen tip črpalke in drugačna vzorčevalna zanka) pride tudi do manjših 
sprememb v ostalih kromatografskih parametrih, kar je pričakovano.  
 
Slika 10: Kromatogram testne raztopine posnet na sistemu Dual. 
 
Tabela 3: Zbrani podatki kromatografskih parametrov analitov testne raztopine posnetih na sistemu Dual. 
Analit Vrednost 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število 
kromatografskih 
podov 
Uracil 
Povprečje 1,237 10,45 167 0,06 0,81 15,4 2839 
RSD [%] 0,0 0,2 0,8 1,1 1,6 0,8 2,1 
Acetofenon 
Povprečje 2,676 66,3 1180 0,51 1,12 26,7 15530 
RSD [%] 0,1 1,2 1,3 1,2 1,1 0,4 0,5 
Toluen 
Povprečje 6,025 90,1247 841 0,098 1,03 11,23 21000 
RSD [%] 0,1 0,0 0,3 0,3 0,5 0,4 0,9 
Naftalen 
Povprečje 8,200 174,3 1221 0,13 1,11 / 22000 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,4 / 0,8 
 
Tekom nadaljnje preveritve vpliva uporabe reagentov ionskih parov sem za osnovno 
stanje kromatografskih parametrov v testni raztopini uporabil v zgornjih tabelah 
(tabeli 2 in 3) zbrane podatke in sicer ustrezno glede na pripadajoč sistem, kjer so bili 
eksperimenti izvajani. 
 
4.3.2 Uporaba reagentov ionskih parov 
Izvedba preveritve uporabe reagentov ionskih parov in spiranje kolone 
Pred vsakim injiciranjem raztopine 4-aminofenola z relevantno kromatografsko 
metodo sem najprej posnel tri slepa injiciranja, s čimer se je zagotovilo 
kondicioniranje kolone in sistema na izbrano koncentracijo reagenta ionskih parov v 
mobilni fazi. Nato sem posnel dva kromatograma topila ter nazadnje dva zaporedna 
kromatograma raztopine analita s koncentracijo 0,5 mg/mL (RV1) ali redčeno 
raztopino s koncentracijo 0,25 mg/mL (RV2). 
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Po preveritvi vseh koncentracij reagenta ionskih parov sem kolono kondicioniral na 
mobilno fazo brez reagenta ionskih parov (ACN : voda = 1 : 1 (V/V)) ter nato posnel 
kromatograme testne raztopine. V primeru da je prišlo do poslabšanja oziroma 
opaznih sprememb kromatografskih parametrov vrhov analitov, sem kolono spiral. 
Kolono sem spiral na dva načina. 
 Osnovno spiranje je bilo izvedeno s spiranjem z mešanico ACN : voda = 1 : 1 
(V/V) za določen čas pri pretoku 1 mL/min. 
 Agresivno spiranje je bilo izvedeno s spiranjem z mešanico 100 mM KH2PO4, 
pH 6 : MeOH = 1 : 1 (V/V) pri niţjem oz. višjem pretoku 0,2 – 1,0 mL/min. 
Pretok pri agresivnem spiranju je bil prilagojen glede na uporabljan kromatografski 
sistem in glede na trajanje spiranja. Po agresivnem spiranju sem kolono še dodatno 
spiral z mešanico vode in metanola, da sem spral iz kolone vso sol prisotno v mobilni 
fazi. S tem sem preprečil potencialno obarjanje v koloni, do katerega bi lahko prišlo 
zaradi visoke koncentracije prisotne soli. 
Po uporabi reagentov ionskih parov oziroma po posameznih spiranjih kolone sem 
ponovno posnel testno raztopino in spremljal kromatografske parametre analitov v 
testni raztopini. Ko je bila doseţena zadovoljiva regeneracija kolone, sem nadaljeval 
s preveritvijo naslednjega reagenta ionskih parov. 
 
V nadaljevanju so najprej prikazani vplivi uporabe različnih reagentov ionskih parov 
pri različnih koncentracijah na retencijo 4-aminofenola in na kromatografske 
parametre vrha analita. Zaporedje uporabljenih reagentov je podano od šibkejših do 
močnejših reagentov ionskih parov. 
  
Trifluoroocetna kislina (TFA) 
Kot reagent ionskih parov je bila uporabljena TFA. Injicirana je bila raztopina 4-
aminofenola s koncentracijo 0,25 mg/mL pri opisanih gradientnih metodah (tabela 1) 
na sistemu Ultimate Dual in koloni Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, PN: 
00F-4462-E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229. 
Posneti so bili kromatogrami pri sledečih koncentracijah reagenta TFA: 0,01 %, 0,05 
%, 0,1 %, 0,2 % in 0,3 %. Kromatogrami posneti pri različnih koncentracijah TFA so 
prikazani na sliki 11. Na kromatogramih so označeni vrhovi 4-aminofenola, 
identificirani na podlagi UV-Vis absorbcijskega spektra. 
35 
 
 
Slika 11: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij TFA: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet brez prisotnega TFA, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,01 % TFA, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,05 % TFA, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,1 % TFA, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,2 % TFA, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,3 % TFA. 
 
Iz posnetih kromatogramov vidimo da z uporabo TFA ne doseţemo ustrezne 
retencije 4-aminofenola na koloni Kinetex C18. Z višanjem koncentracije TFA se 
retencija 4-aminofenola namreč poveča le minimalno in se tudi pri 0,3 % koncentraciji 
TFA v mobilni fazi analit eluira v mrtvem volumnu. 
Viden pa je vpliv prisotnosti TFA v mobilni fazi na obliko vrha, kar je najverjetneje 
posledica vpliva pH vrednosti mobilne faze. Na kromatogramu posnetem z metodo, 
kjer sta mobilni fazi le voda in acetonitril je vrh 4-aminofenola cepljen in raztegnjen. V 
prisotnosti 0,01 % TFA se vrh ţe zooţa vendar je še vedno cepljen, pri 5x višji 
koncentraciji – 0,05 % pa se 4-aminofenol ţe eluira kot enoten vrh z ustrezno 
simetrijo (slika 12). 
 
Slika 12: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij TFA. 
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 Črna barva prikazuje kromatogram posnet brez prisotnega TFA, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,01 % TFA, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,05 % TFA, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,1 % TFA, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,2 % TFA, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 0,3 % TFA. 
 
Uporabnost TFA se v tem primeru izkaţe kot izboljšanje oblike vrha 4-aminofenola, 
za doseg retencije pa se je ta reagent ionskih parov izkazal kot neustrezen pri 
preverjenih koncentracijah. 
 
Perkloratni ion 
Kot reagent ionskih parov sem preveril tudi perkloratni ion. Posneta je bila raztopina 
4-aminofenola s koncentracijo 0,25 mg/mL pri opisanih (tabela 1) gradientnih pogojih 
na sistemu Ultimate Dual in koloni Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, PN: 
00F-4462-E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229. 
Posneti so bili kromatogrami pri sledečih koncentracijah perkloratnega iona: 0 mM, 5 
mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM in 50 mM. Kromatogrami posneti pri različnih 
koncentracijah perkloratnega iona so prikazani na sliki 13. Na kromatogramih so 
označeni vrhovi 4-aminofenola, identificirani na podlagi UV-Vis absorbcijskega 
spektra. 
 
Slika 13: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij perklorata. 
 Črna barva prikazuje kromatogram posnet brez prisotnega perklorata, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri 5 mM perkloratu, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri 10 mM perkloratu, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri 20 mM perkloratu, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri 30 mM perkloratu, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri 40 mM perkloratu, 
 siva barva prikazuje kromatogram posnet pri 50 mM perkloratu. 
 
Z uporabo perkloratnega iona pri preverjenih koncentracijah ne doseţem retencije 4-
aminofenola na koloni Kinetex C18. Analit se eluira v mrtvem volumnu. Z višanjem 
37 
 
koncentracije perkloratnega iona v mobilni fazi prihaja do cepitve vrha 4-aminofenola 
(slika 14). To je obraten pojav kot sem ga opazil pri uporabi TFA kot reagenta ionskih 
parov. Uporaba tega reagenta ni ustrezna za določevanje 4-aminofenola na C18 
koloni. 
 
Slika 14: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij perklorata. 
 Črna barva prikazuje kromatogram posnet brez prisotnega perklorata, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri 5 mM perkloratu, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri 10 mM perkloratu, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri 20 mM perkloratu, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri 30 mM perkloratu, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri 40 mM perkloratu, 
 siva barva prikazuje kromatogram posnet pri 50 mM perkloratu. 
 
Natrijev heptilsulfonat (SHS) 
Tudi pri uporabi SHS kot reagenta ionskih parov sem posnel raztopino 4-aminofenola 
s koncentracijo 0,25 mg/mL z opisanimi gradientnimi metodami (tabela 1) na sistemu 
Ultimate Dual in koloni Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, 2,6 µm, 100 Å, PN: 00F-4462-E0, 
SN: H17-191398, LN: 5569-0229. 
Posnel sem kromatograme pri sledečih koncentracijah reagenta SHS: 0 mM, 2,5 mM, 
5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM in 25 mM. Kromatogrami posneti pri različnih 
koncentracijah SHS so prikazani na sliki 15. Na kromatogramih so označeni vrhovi 4-
aminofenola, identificirani na podlagi UV-Vis absorbcijskega spektra. 
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Slika 15: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij SHS. 
 Črna barva prikazuje kromatogram posnet brez prisotnega SHS, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 2,5 mM SHS, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 5 mM SHS, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 10 mM SHS, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 15 mM SHS, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 20 mM SHS, 
 siva barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 25 mM SHS. 
 
Iz posnetih kromatogramov je razvidno da z uporabo SHS kot reagenta ionskega 
para doseţem ustrezno retencijo na izbrani Kinetex C18 koloni. Retencija je 
doseţena ţe pri 2,5 mM koncentraciji SHS v mobilni fazi vendar je vrh 4-aminofenola 
nizek zaradi velikega »tailinga«. Ţe pri koncentraciji 5 mM se oblika vrha občutno 
izboljša, pri še višjih koncentracijah pa dobimo ustrezno visok in simetričen vrh. Na 
kromatogramu so vidni tudi prisotni vrhovi sinteznih oziroma razpadnih nečistot 4-
aminofenola, vrhovi topila in vrh SHS (vrh, ki se eluira za vrhom 4-aminofenola). 
Separacija vrha 4-aminofenola od ostalih vrhov je ustrezna pri vseh preverjenih 
koncentracijah. 
V tabeli 4 je prikazana primerjava kromatografskih parametrov vrha 4-aminofenola pri 
različnih koncentracijah SHS v mobilni fazi. Višanje koncentracije nad 10 mM 
bistveno ne izboljša kromatografskih parametrov, simetrija se nekoliko slabša in ne 
pridobimo izboljšav drugih parametrov.  
Tabela 4: Kromatografski podatki vrha 4-aminofenola. 
cSHS [mM] Rt [min] Površina [mAu*min] Višina [mAu] Širina50% [min] Simetrija Število kromatografskih podov 
2,5 4,107 70,2574 228,69 0,279 5,35 1199 
5 7,015 66,9252 795,35 0,073 0,94 50400 
10 7,502 60,8695 1277,40 0,043 1,37 170469 
15 7,645 58,1555 1281,73 0,040 1,39 197986 
20 7,707 54,3313 1239,89 0,040 1,48 209491 
25 7,572 53,0484 1177,78 0,040 1,45 199280 
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Pri podrobnejšem pregledu posameznih kromatogramov sem opazil, da se z 
naraščajočo koncentracijo SHS v mobilni fazi spreminja separacija med vrhom 
analita in povišanim delom bazne linije, ki je najverjetneje posledica gradienta. Na 
kromatogramih na sliki 16 opazim, da se bazna linija z naraščajočo koncentracijo 
SHS uravnava, vendar se ravno na končnem delu naraščajoče bazne linije eluira vrh 
4-aminofenola. To se lahko izkaţe kot problem pri potencialnem razvoju metode za 
določevanje 4-aminofenola. Potreben je kompromis med doseţeno obliko vrha ter 
rešitvijo teţave naraščajoče bazne linije. Uporabimo lahko nizko koncentracijo SHS 
(5 mM), kjer je vrh niţji in se eluira preden bazna linija sunkovito pade ali pa visoko 
koncentracijo SHS (25 mM), kjer je vrh višji, vendar se eluira za padcem bazne linije. 
 
Slika 16: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij SHS: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 2,5 mM SHS, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 5 mM SHS. 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 10 mM SHS. 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 15 mM SHS. 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 20 mM SHS. 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 25 mM SHS. 
 
Natrijev dodecilsulfat (SDS) 
Pri preveritvi uporabe SDS kot reagenta ionskih parov sem posnel kromatogram 
raztopine s koncentracijo 0,25 mg 4-aminofenola/mL z opisanimi gradientnimi 
metodami (tabela 1) na sistemu Ultimate Scouter in koloni Kinetex C18, 4,6 x 150 
mm, 2,6 µm, 100 Å, PN: 00F-4462-E0, SN: H17-191398, LN: 5569-0229. 
Posneti so bili kromatogrami pri sledečih koncentracijah reagenta SDS: 0 mM, 5 mM, 
10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM in 50 mM. Kromatogrami posneti pri različnih 
koncentracijah SDS so prikazani na sliki 17 . Na kromatogramih so označeni vrhovi 
4-aminofenola, identificirani na podlagi UV-Vis absorbcijskega spektra. 
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Slika 17: Primerjava kromatogramov posnetih pri uporabi različnih koncentracij SDS: 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet brez prisotnega SDS, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 5 mM SDS, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 10 mM SDS, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 20 mM SDS, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 30 mM SDS, 
 siva barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 40 mM SDS, 
 zeleno modra barva prikazuje kromatogram posnet pri uporabi 50 mM SDS. 
 
Na kromatogramih je vidnih več dodatnih vrhov. Nekateri so najverjetneje posledica 
prisotnih sinteznih in razpadnih nečistot 4-aminofenola, nekateri so prisotni ţe v 
topilu, prvi eluiran vrh na kromatogramih, kjer je bil uporabljen SDS, pa pripada 
natrijevemu dodecilsulfatu.  
Na kromatogramu posnetem brez uporabe SDS v mobilni fazi retencija 4-
aminofenola ni doseţena. Ţe pri 5 mM koncentraciji SDS v mobilni fazi pa se 
retencija analita ustrezno poveča na pribliţno 12 minut. S povečevanjem 
koncentracije reagenta ionskih parov pride do spremembe v separaciji vrhov ter do 
spremembe v obliki vrha analita. Ustreznejša je višja koncentracija SDS v mobilni 
fazi, saj so vrhovi prisotnih motečih nečistot bolje separirani od vrha 4-aminofenola, 
kar bi bilo pomembno v primeru določevanja le tega. Različna koncentracija SDS 
vpliva tudi na obliko vrha 4-aminofenola. S povečevanjem koncentracije SDS se vrh 
niţa in širi. 
V tabeli 5 so prikazani kromatografski parametri vrha 4-aminofenola pri različnih 
koncentracijah SDS v mobilni fazi. 
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Tabela 5: Kromatografski parametri vrha 4-aminofenola. 
cSDS [mM] Rt [min] Površina [mAu*min] Višina [mAu] Širina50% [min] Simetrija Število kromatografskih podov 
5 11,763 63,0404 1731,08 0,034 1,05 664861 
10 11,843 71,0602 1826,83 0,036 1,10 587279 
20 11,388 80,8802 1285,71 0,058 1,16 211809 
30 10,728 79,9480 1145,28 0,064 1,19 154459 
40 10,043 79,2717 1007,31 0,072 1,20 107610 
50 9,260 77,2763 899,47 0,078 1,20 76927 
 
Različna separacija analita od ostalih prisotnih vrhov v odvisnosti od koncentracije 
SDS je prikazana na primeru 5 mM in 40 mM koncentracije SDS na slikah 18 in 19. 
Vidimo da so nekateri prisotni vrhovi pri niţji koncentraciji tudi koeluirani in se nato pri 
višji koncentraciji ustrezno ločijo.   
 
Slika 18: Kromatogram posnet pri uporabi 5 mM SDS kot reagenta ionskih parov. 
 
 
Slika 19: Kromatogram posnet pri uporabi 40 mM SDS kot reagenta ionskih parov. 
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V primeru razvoja metode za določevanje 4-aminofenola z uporabo SDS kot 
reagenta ionskih parov bi bila primerna izbira višjih koncentracij (≥ 30mM). 
 
4.3.3 Vpliv uporabe reagentov ionskih parov na stanje kolone 
V nadaljevanju so opisani še vplivi uporabe reagentov ionskih parov na stanje 
kolone. Zaporedje preizkušenih reagentov je tukaj podano v kronološkem poteku 
izvedbe eksperimentov. Na spremembo stanja sem sklepal iz spremembe 
kromatografskih parametrov vrhov analitov testne raztopine. Prav tako so 
predstavljeni vplivi različnih izvedenih protokolov spiranja kolone po koncu uporabe 
posameznih reagentov ionskih parov na reverzibilnost stanja kolone. 
Osnovno spiranje bi v optimalnem primeru (kjer se reagent ionskih parov ne veţe na 
stacionarno fazo) povrnilo kolono v primarno stanje. V primeru da tak pristop tekom 
eksperimentov ni dal ustreznih rezultatov sem izvedel agresivnejše spiranje z visoko 
koncentracijo soli ter srednjo pH vrednostjo. S tem naj bi glede na literaturne vire[33] 
dosegel boljše spiranje reagenta in posledično hitrejšo in boljšo regeneracijo kolone. 
 
Natrijev dodecilsulfat (SDS) 
Testna raztopina posneta na koloni Kinetex C18 po preveritvi metod z uporabo SDS 
in osnovnem spiranju (t = 5 ur) da sledeč kromatogram (slika 20). 
 
Slika 20: Kromatogram testne raztopine po uporabi SDS in osnovnem spiranju. 
 
Opazna sprememba je cepitev prvega eluiranega vrha – uracila, sprememba 
retencije in sprememba oblike vrhov analitov. Primerjava kromatograma s stanjem 
pred uporabo SDS je prikazana na sliki 21. 
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Slika 21: Primerjava kromatogramov testne raztopine pred in po uporabi SDS: 
 črna barva prikazuje kromatogram pred uporabo SDS, 
 modra barva prikazuje kromatogram po uporabi SDS in osnovnem spiranju. 
 
Kolono sem nato dodatno spiral na agresivnejši način (t = 3 ure, pretok = 1 mL/min). 
Na kromatogramu testne raztopine posnete po spiranju je še vedno viden cepljen vrh 
uracila (slika 22). 
 
Slika 22: Kromatogram testne raztopine po kratkoročnem agresivnem spiranju. 
 
Stacionarna faza kolone je očitno močno modificirana saj z opisanim spiranjem ne 
doseţem povrnitve kolone v stanje, kjer bi testna raztopina dala primerljive 
kromatografske parametre kot so bili pred uporabo SDS. 
Kolono sem nato spiral dalj časa (72 h) pri agresivnih pogojih in niţjem pretoku (0,2 
mL/min). Po spiranju je bila testna raztopina ponovno posneta, vendar na drugem 
kromatografskem sistemu. Kromatogram je prikazan na sliki 23. Zaradi prehoda na 
nov sistem se je retencijski čas zamaknil, zato primerjava z začetnim stanjem v 
smislu primerjave retencije, površine, širine in višine vrha ni povsem moţna. 
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Slika 23: Kromatogram testne raztopine po dolgotrajnem agresivnem spiranju. 
 
Vidimo da se je vrh uracila signifikantno izboljšal. Cepitev vrha ni več opazna. 
Dolgotrajno spiranje pri nizkem pretoku in pri visoki koncentraciji soli (100 mM, pH 
6,0) se je izkazalo za ustreznejši postopek regeneracije kolone. 
V tabeli 6 je prikazana primerjava med kromatografskimi parametri na različnih 
stopnjah (pred uporabo SDS, po osnovnem spiranju, po agresivnem spiranju, po 
dolgotrajnem agresivnem spiranju). 
 
Tabela 6: Zbrani podatki kromatografskih parametrov analitov testne raztopine za preveritev uporabe SDS. 
Analit Uracil 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SDS 
Vrednost 0,749 4,08 121 0,029 0,73 16,6 3800 
RSD [%] 0,2 0,5 2,1 2,9 2,2 1,7 5,4 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 0,750 4,34 88 0,038 0,69 14 2300 
RSD [%] 0,0 0,6 3,8 14,4 1,16 7,8 27,8 
Stopnja Po agresivnem spiranju 
Vrednost 0,750 4,32 93 0,032 0,70 14,9 3100 
RSD [%] 0,0 0,3 0,3 1,9 1 1,0 3,9 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 72 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 1,237 10,45 167 0,060 0,81 15,4 2390 
RSD [%] 0,0 0,2 0,8 1,1 1,6 0,8 2,1 
Analit Acetofenon 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SDS 
Vrednost 1,570 21,41 678 0,030 1,10 27,89 15500 
RSD [%] 0,0 0,4 0,8 0,4 2,4 0,2 0,7 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 1,567 22,5 629 0,033 1,07 23,7 12100 
RSD [%] 0,0 0,5 0,4 0,7 4,2 0,6 1,4 
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Stopnja Po agresivnem spiranju 
Vrednost 1,573 2,495 628 0,033 1,05 24,3 12300 
RSD [%] 0,0 0,2 0,3 0,5 3,2 0,6 0,9 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 72 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 2,673 66,3 1180 0,051 1,12 26,7 15530 
RSD [%] 0,1 1,2 1,3 0,2 1,1 0,4 0,5 
Analit Toluen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SDS 
Vrednost 3,479 48,2 879 0,051 0,98 12,38 25600 
RSD [%] 0,1 0,6 0,8 0,2 2,7 0,4 0,4 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 3,447 37,4 583 0,060 0,99 10,22 18200 
RSD [%] 0,2 0,5 0,5 0,8 1,2 0,8 1,4 
Stopnja Po agresivnem spiranju 
Vrednost 3,475 37,2 586 0,059 1,00 10,61 19200 
RSD [%] 0,1 0,3 0,6 0,6 0,2 0,9 1,3 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 72 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 6,025 90,125 841 0,098 1,03 11,23 21000 
RSD [%] 0,1 0,0 0,3 0,3 0,5 0,4 0,9 
Analit Naftalen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SDS 
Vrednost 4,733 77,6 1059 0,068 1,03 / 26600 
RSD [%] 0,1 0,6 0,9 0,4 1,5 / 0,8 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 4,681 81,3 924 0,082 1,01 / 17900 
RSD [%] 0,2 0,5 0,5 0,8 1,5 / 1,4 
Stopnja Po agresivnem spiranju 
Vrednost 4,731 81,3 939 0,081 1,02 / 19100 
RSD [%] 0,2 0,2 0,8 0,7 0,8 / 1,6 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 72 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 8,200 174,3 1221 0,13 1,11 / 22000 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,4 / 0,8 
 
Po uporabi reagenta SDS opazim poslabšanje več kromatografskih parametrov 
analitov na kromatogramih testne raztopine. Povsod pride do signifikantnega upada 
števila kromatografskih podov, pri uracilu in toluenu za skoraj 40 %, acetofenonu za 
pribliţno 20 % in naftalenu za pribliţno 30 %. Prav tako se opazno zmanjšajo faktorji 
resolucije za posamezne pare vrhov analitov ter višine posameznih vrhov. Največji 
vpliv se pokaţe na vrhu uracila, za katerega je bilo ţe pri pregledu kromatogramov 
pokazano da se cepi. Pri pregledu kromatografskih parametrov se cepljenje vrha 
izrazi kot veliko povečanje sipanja vrednosti širine kromatografskega vrha pred in po 
uporabi SDS. Pride tudi do manjše spremembe retencije naftalena, ki je sicer 
zanemarljiva, vendar izstopa glede na skoraj nespremenjene retencijske čase ostalih 
treh analitov.  
Z agresivnim spiranjem postopoma doseţem opazno izboljšanje tako števila 
kromatografskih podov, resolucijskih faktorjev kot ponovljivosti kromatografskih 
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parametrov (kot sipanja vrednosti). Spiranje kolone po agresivnem postopku čez 
daljše časovno obdobje povrne kolono v stanje primerljivo, vendar ne povsem enako, 
začetnemu. Na to sklepam iz števila kromatografskih podov, simetrije vrhov, 
ločljivosti ter sipanja vrednosti kromatografskih parametrov.  
Podatki kot so višina, širina, površina vrha ter retencijski čas, zaradi spremembe 
kromatografskega sistema, niso povsem primerljivi med začetnim in končnim 
stanjem. Prav tako pade število kromatografskih podov pri vrhu uracila. To je 
najverjetneje kombinacija vplivov spremembe kromatografskega sistema in neznanih 
faktorjev. Pri spremljanju parametrov tega vrha pri sledečih eksperimentih (drugi 
reagenti ionskih parov) opazim postopno naraščanje števila kromatografskih podov iz 
česar sklepam da se kolona počasi, a postopoma, regenerira. 
Uporaba SDS močno vpliva na stanje kolone. Pride do cepitve vrha uracila, do 
signifikantnega poslabšanja ponovljivosti kromatografskih parametrov, do zmanjšanja 
števila kromatografskih podov in do spremembe v ločljivosti vrhov. 
Z agresivnim spiranjem kolone sem le to obnovil v stanje primerljivo začetnemu. 
Potrebno je dolgotrajno spiranje, ki pa vseeno ne zagotovi začetnega stanja kolone. 
Sklepam da kromatografska kolona še vedno vsebuje določeno količino SDS in je 
zato trajno modificirana. Dolgotrajno spiranje, kot je bilo to, ki sem ga izvedel, za 
praktične aplikacije ni smiselno. Ker kolone ne povrnem povsem v začetno stanje, bi 
uporabo SDS kot reagenta ionskih parov odsvetoval v primeru ţelje po nadaljnji 
uporabi nemodificirane kolone.  
 
Trifluoroocetna kislina 
Kromatogrami testne raztopine posneti po uporabi trifluoroocetne kisline so vidni na 
sliki 24. Vizualno ni vidnih bistvenih sprememb v obliki vrhov in retencije v primerjavi 
s stanjem pred uporabo reagenta (slika 23 v prejšnjem koraku). 
 
Slika 24: Kromatogram testne raztopine po uporabi TFA, brez spiranja. 
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Kolono sem nato vseeno še dodatno spiral pri osnovnih pogojih, da sem preveril 
potencialen vpliv na kromatografske parametre. Kromatogram testne raztopine 
posnet po spiranju je prikazan na sliki 25. 
 
Slika 25: Kromatogram testne raztopine po osnovnem spiranju. 
 
V tabeli 7 so prikazani zbrani podatki kromatografskih parametrov na različnih 
stopnjah (pred uporabo TFA, po uporabi TFA brez spiranja ter po osnovnem 
spiranju).  
 
Tabela 7: Zbrani podatki kromatografskih parametrov analitov testne raztopine za preveritev uporabe TFA. 
Analit Uracil 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo TFA 
Vrednost 1,237 10,45 167 0,060 0,81 15,4 2390 
RSD [%] 0 0,2 0,8 1,1 1,6 0,8 2,1 
Stopnja Po uporabi TFA, brez spiranja 
RSD [%] 1,239 10,37 170 0,056 0,77 16,0 2680 
RSD [%] 0,1 0,2 1,1 1,7 1,6 0,8 3,5 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 1,238 10,35 170 0,056 0,79 16,1 2690 
RSD [%] 0,1 0,3 1,3 1,4 2,3 0,7 2,4 
Analit Acetofenon 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo TFA 
Vrednost 2,673 66,3 1180 0,051 1,12 26,7 15530 
RSD [%] 0,1 1,2 1,3 0,2 1,1 0,4 0,5 
Stopnja Po uporabi TFA, brez spiranja 
Vrednost 2,678 67,97 1239 0,050 1,09 27,13 16050 
RSD [%] 0,1 0,1 0,2 0,2 2,0 0,1 0,4 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 2,688 67,93 1226 0,050 1,11 27,17 16030 
RSD [%] 0,1 0,1 0,2 0,2 1,8 0,1 0,4 
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Analit Toluen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo TFA 
Vrednost 6,025 90,1247 841 0,098 1,03 11,23 21000 
RSD [%] 0,1 0,0 0,3 0,3 0,5 0,4 0,9 
Stopnja Po uporabi TFA, brez spiranja 
Vrednost 6,035 90,0634 862,1 0,096 1,01 11,5 21780 
RSD [%] 0,1 0,0 0,1 0,1 0,8 0,2 0,3 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 6,084 89,8076 846 0,097 1,00 11,5 21580 
RSD [%] 0,0 0,0 0,2 0,2 0,3 0,1 0,4 
Analit Naftalen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo TFA 
Vrednost 8,200 174,3 1221 0,13 1,11 / 22000 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,4 / 0,8 
Stopnja Po uporabi TFA, brez spiranja 
Vrednost 8,213 176,2 1272 0,127 1,06 / 23080 
RSD [%] 0,1 0,1 0,1 0,1 1,0 / 0,3 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 8,293 176,1 1247 0,129 1,08 / 22800 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,5 / 0,5 
 
Iz pregleda zbranih podatkov ugotovim, da uporaba TFA kot reagenta ionskih parov 
nima signifikantnega vpliva na stanje kolone. Pregled kromatografskih parametrov 
analitov v testni raztopini ne pokaţe, da bi na kakšen način prišlo do degradacije 
kolone. Iz podatkov bi lahko celo sklepal, da se stanje kolone izboljša z uporabo TFA, 
glede na začetne parametre. Opazim namreč, da se število kromatografskih podov 
po uporabi nekoliko izboljša, prav tako vrhovi analitov pridobijo na višini in resoluciji. 
Razlog tega je najverjetneje to, da se kolona še vrača v prvotno stanje po uporabi 
SDS, ki pa je bil eksperimentalno uporabljen pred TFA.   
Kolono sem vseeno še spiral po osnovnem postopku, da sem dobil dodatne 
informacije o vplivu na stanje kolone. Do relevantnih sprememb po tem dodatnem 
koraku ne pride. 
Iz rezultatov lahko sklepam da uporaba TFA kot reagenta ionskih parov signifikantno 
ne vpliva na stanje kolone. Kromatografska kolona ne pokaţe poslabšanja 
kromatografskih parametrov analitov, kar nakazuje na to, da TFA stacionarne faze ne 
modificira. To je v skladu s pričakovanji saj TFA tvori ionske pare preteţno v mobilni 
fazi in se kot molekula ne veţe v stacionarno fazo na način kot se SDS. 
Spiranje kromatografske kolone po uporabi TFA kot reagenta ionskih parov v 
koncentracijskem območju med 0,01 % in 0,3 % (V/V) ni potrebno. 
 
Natrijev heptilsulfonat 
Kromatograme testne raztopine sem posnel po uporabi reagenta SHS, po osnovnem 
spiranju kolone ter po agresivnem spiranju (pretok 0,3 mL/min, t = 16 ur). Na slikah 
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26, 27 in 28 so prikazani kromatogrami posneti na določenih stopnjah. Če jih 
primerjam z začetnim kromatogramom, pred uporabo SHS, ne zaznam opaznih 
sprememb v obliki in retenciji vrhov testnih analitov. 
 
 
Slika 26: Kromatogram testne raztopine po uporabi SHS, brez spiranja. 
 
Slika 27: Kromatogram testne raztopine po osnovnem spiranju. 
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Slika 28: Kromatogram testne raztopine po agresivnem spiranju. 
 
Kromatografski parametri so zbrani v tabeli 8. 
 
Tabela 8: Zbrani podatki kromatografskih parametrov analitov testne raztopine za preveritev uporabe SHS. 
Analit Uracil 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SHS 
Vrednost 1,238 10,35 170 0,056 0,79 16,1 2690 
RSD [%] 0,1 0,3 1,3 1,4 2,3 0,7 2,4 
Stopnja Po uporabi SHS, brez spiranja 
Vrednost 1,236 10,22 168 0,058 0,80 15,9 2500 
RSD [%] 0,2 0,2 1,1 1,4 1,6 0,7 3,1 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 1,237 10,18 169 0,057 0,82 16,2 2600 
RSD [%] 0 0,1 1,8 2,5 1,6 1,4 5,1 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 16 ur, pretok = 0,3 mL/min] 
Vrednost 1,237 10,11 175 0,052 0,80 16,8 3100 
RSD [%] 0 0,2 1,6 2,7 0,3 1,5 5,3 
Analit Acetofenon 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SHS 
Vrednost 2,688 67,93 1226 0,050 1,11 27,17 16030 
RSD [%] 0,1 0,1 0,2 0,2 1,8 0,1 0,4 
Stopnja Po uporabi SHS, brez spiranja 
Vrednost 2,696 68,0 1229 0,050 1,08 27,33 16080 
RSD [%] 0,1 0,3 0,2 0,3 0,4 0,0 0,4 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 2,702 68,36 1230 0,050 1,11 27,38 16090 
RSD [%] 0,1 0,1 0,2 0,2 2,6 0,2 0,4 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 16 ur, pretok = 0,3 mL/min] 
Vrednost 2,693 68,45 1226 0,050 1,14 27,19 16100 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,4 1,1 0,3 0,7 
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Analit Toluen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SHS 
Vrednost 6,084 89,808 846 0,097 1,00 11,50 21580 
RSD [%] 0,0 0,0 0,2 0,2 0,3 0,1 0,4 
Stopnja Po uporabi SHS, brez spiranja 
Vrednost 6,113 89,0 838 0,098 1,00 11,60 21770 
RSD [%] 0,1 0,2 0,2 0,3 0,7 0,2 0,4 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 6,136 89,02 833 0,098 1,02 11,59 21800 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,2 1,2 0,1 0,5 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 16 ur, pretok = 0,3 mL/min] 
Vrednost 6,108 89,01 827 0,098 1,03 11,49 21400 
RSD [%] 0,1 0,04 0,3 0,3 1,2 0,1 0,6 
Analit Naftalen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo SHS 
Vrednost 8,293 176,1 1247 0,129 1,08 / 22800 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,5 / 0,5 
Stopnja Po uporabi SHS, brez spiranja 
Vrednost 8,35 174,1 1231 0,13 1,07 / 22920 
RSD [%] 0,2 0,2 0,4 0,3 1,0 / 0,3 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 8,380 175,0 1224 0,131 1,09 / 22800 
RSD [%] 0,1 0,1 0,2 0,3 1,0 / 0,5 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 16 ur, pretok = 0,3 mL/min] 
Vrednost 8,333 175,2 1224 0,13 1,12 / 22670 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 / 0,4 
 
Pri preveritvi vpliva uporabe SHS na stanje kolone sklepam, da SHS ne povzroči 
signifikantnih sprememb. Pri primerjavi vrednosti kromatografskih parametrov 
namreč opazim, da pride tako do manjšega izboljšanja, kot tudi poslabšanja števila 
kromatografskih podov – odvisno od analita. Zmanjšanje kromatografskih podov je 
vidno pri uracilu, pri naftalenu in toluenu se število kromatografskih podov poveča, 
acetofenon pa ne kaţe sprememb. Pri acetofenonu, naftalenu in toluenu pride tudi do 
minimalnega zamika retencije vrha. Opazim višje sipanje vrednosti kromatografskih 
parametrov vrha uracila v primerjavi s sledečimi stopnjami, kar pa dvomim da je 
posledica uporabe SHS, saj so take manjše spremembe lahko pojasnjene tudi s 
sistemskimi vplivi. Kromatografska kolona se ţe po osnovnem spiranju vrne v stanje 
ekvivalentno ali celo boljše začetnemu. 
Uporaba SHS je iz vidika vpliva na stanje kolone ter reverzibilnostjo le te ustrezna 
izbira. Pri uporabi SHS do koncentracije 25 mM ne pride do signifikantne modifikacije 
stacionarne faze, ki bi se kazala v spremenjenih kromatografskih parametrih različnih 
analitov.  
Z dokaj enostavnim postopkom spiranja je doseţena ustrezna regeneracija kolone v 
osnovno stanje. 
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Perkloratni ion 
Po uporabi perklorata kot reagenta ionskih parov sem na koloni najprej posnel testno 
raztopino, jo nato spiral po osnovnem postopku in nato še po agresivnem postopku 
ter vmes posnel kromatograme testnih raztopin. Kromatogrami testne raztopine 
posneti na različnih stopnjah so prikazani na slikah 29, 30 in 31. 
 
Slika 29: Kromatogram testne raztopine posnet po uporabi perklorata, brez spiranja. 
 
 
Slika 30: Kromatogram testne raztopine posnet po osnovnem spiranju. 
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Slika 31: Kromatogram testne raztopine posnet po agresivnem spiranju. 
 
V tabeli 9 so zbrani podatki kromatografskih parametrov vrhov analitov posnetih na 
različnih stopnjah eksperimenta. 
 
Tabela 9: Zbrani podatki kromatografskih parametrov analitov testne raztopine za preveritev uporabe perklorata. 
Analit Uracil 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo perklorata 
Vrednost 1,237 10,11 175 0,052 0,80 16,8 3100 
RSD [%] 0,0 0,2 1,6 2,7 0,3 1,5 5,3 
Stopnja Po uporabi perklorata, brez spiranja 
Vrednost 1,240 9,97 174 0,052 0,81 16,8 3100 
RSD [%] 0,0 0,6 0,6 1,6 0,4 1,1 3,2 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 1,240 9,92 174 0,051 0,79 17,1 3300 
RSD [%] 0,0 0,3 1,0 2,9 1,7 1,4 6,1 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 6 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 1,238 9,91 178 0,048 0,79 17,5 3600 
RSD [%] 0,2 0,3 1,8 3,7 2,6 1,8 7,7 
Analit Acetofenon 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo perklorata 
Vrednost 2,693 68,45 1226 0,050 1,14 27,19 16100 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,4 1,1 0,3 0,7 
Stopnja Po uporabi perklorata, brez spiranja 
Vrednost 2,693 67,9 1217 0,050 1,14 27,0 16100 
RSD [%] 0,1 0,7 0,2 0,4 1,3 0,4 0,8 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 2,694 67,9 1230 0,050 1,14 27,32 16340 
RSD [%] 0,1 0,4 0,2 0,3 2,5 0,2 0,3 
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Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 6 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 2,693 67,9 1228 0,050 1,16 27,35 16360 
RSD [%] 0,2 0,5 0,2 0,3 2,4 0,2 0,4 
Analit Toluen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo perklorata 
Vrednost 6,108 89,005 827 0,098 1,03 11,49 21400 
RSD [%] 0,1 0,0 0,3 0,3 1,2 0,1 0,6 
Stopnja Po uporabi perklorata, brez spiranja 
Vrednost 6,085 88,5 822 0,098 1,05 11,41 21300 
RSD [%] 0,1 0,7 0,5 0,3 1,1 0,3 0,7 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 6,094 88,2 828 0,097 1,04 11,52 21800 
RSD [%] 0,1 0,4 0,3 0,3 0,8 0,3 0,6 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 6 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 6,103 87,5 816 0,098 1,04 11,55 21600 
RSD [%] 0,2 0,5 0,4 0,2 0,7 0,1 0,1 
Analit Naftalen 
 
Rt 
[min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Širina50% 
[min] 
Simetrija Ločljivost 
Število kromatografskih 
podov 
Stopnja Pred uporabo perklorata 
Vrednost 8,333 175,2 1224 0,13 1,12 / 22670 
RSD [%] 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 / 0,4 
Stopnja Po uporabi perklorata, brez spiranja 
Vrednost 8,299 174 1208 0,131 1,12 / 22300 
RSD [%] 0,1 0,6 0,7 0,3 1,0 / 0,7 
Stopnja Po osnovnem spiranju [t = 5 ur] 
Vrednost 8,309 174,1 1223 0,130 1,11 / 22750 
RSD [%] 0,1 0,4 0,4 0,0 0,4 / 0,2 
Stopnja Po agresivnem spiranju [t = 6 ur, pretok = 0,2 mL/min] 
Vrednost 8,34 174 1215 0,130 1,11 / 22700 
RSD [%] 0,2 0,4 0,3 0,3 1,0 / 0,2 
 
Uporaba perklorata podobno kot uporaba TFA nima signifikantnega vpliva na 
spremembo kromatografskih značilnosti kolone oz. njene stacionarne faze. Tekom 
različnih stopenj lahko opazujem le izboljševanje števila kromatografskih podov, kar 
je verjetno še vedno posledica spiranja SDS iz kolone. Bistvenih trendov sprememb v 
kromatografskih parametrih ni opaziti, razen manjši upad višine kromatografskih 
vrhov, ki pa se ţe po osnovnem spiranju izboljša. Prav tako ni opaznih sprememb 
sipanja vrednosti kromatografskih parametrov. 
Perklorat se je izkazal kot ustrezen reagent ionskih parov, glede vpliva na stanje 
preverjene kolone. Uporaba do 50 mM koncentracije tega reagenta ni pokazala 
negativnih vplivov na kromatografske parametre vrhov analitov v testni raztopini.  
V primeru uporabe perklorata je za povrnitev kromatografske kolone v začetno stanje 
dovolj ţe kratkotrajno spiranje kolone. Potrebno spiranje se najverjetneje ne bi 
bistveno razlikovalo od standardnega spiranja kolone po uporabi. 
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4.3.4 Osnovna validacija metode za določevanje 4-aminofenola z uporabo 
reagenta ionskih parov 
Izbral sem kromatografsko metodo, kjer je v mobilni fazi prisoten 30 mM SDS, ter z 
njo izvedel osnovno validacijo. Metoda je uporabna za določevanje vsebnosti 4-
aminofenola. 
Izvedel sem preveritev linearnosti metode, ponovljivosti injiciranja na različnih 
koncentracijskih nivojih, določil sem mejo določevanja in mejo zaznave za izbran 
analit. Kot delovno koncentracijo sem izbral koncentracijo 0,1 mg 4-aminofenola/mL, 
kar da z izbrano metodo pribliţno 750 mAu visok vrh, kar je ustrezno za določevanje 
vsebnosti. 
Kot meja zaznave je bila določena koncentracija 0,0005 mg/mL, kar znaša 0,5 % 
delovne koncentracije. Razmerje S/N vrha 4-aminofenola znaša 5,2, površina vrha 
pa 0,1720 mAu*min. Kot meja določevanja pa je bila določena koncentracija 0,001 
mg/mL kar znaša 1,0 % delovne koncentracije. Razmerje S/N vrha analita znaša 
15,6, površina vrha pa 0,3859 mAu*min. 
 
Linearnost 
Linearnost odziva sem preveril v območju med 0,5 % in 200 % delovne 
koncentracije. Na sliki 32 so prikazani grafi preveritve linearnosti, v tabeli 10 pa so 
podani kromatografski podatki. Grafi so prikazani tako v manjših koncentracijskih 
območjih (0,5 % - 10 %, 10 % - 100 % ter 50 % - 200 %) kot skozi celotno preverjeno 
koncentracijsko območje. BIAS vrednost na nivoju delovne koncentracije znaša -0,2 
%. Metoda je linearna v območju med 0,5 % in 200 % delovne koncentracije. 
 
Slika 32: Grafični prikazi preverjanja linearnosti odziva. 
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Tabela 10: Določene vrednosti signala pri preveritvi linearnosti odziva. 
c [mg/mL] A [mAu*min] 
0,2 110,9313 
0,15 84,1383 
0,125 69,5906 
0,1 58,0426 
0,075 41,6688 
0,05 28,0143 
0,025 13,5649 
0,01 5,0241 
0,005 2,5023 
0,0025 1,2142 
0,001 0,3859 
0,0005 0,1720 
 
Ponovljivost injiciranja 
Preveril sem tudi ponovljivost injiciranja na treh različnih koncentracijskih nivojih (1 
%, 10 % in 100 %). Rezultati preveritve so podani v tabelah 11, 12 in 13. Dobim 
ponovljivo injiciranje na vseh koncentracijskih nivojih in za vse kromatografske 
parametre vrha 4-aminofenola. 
 
Tabela 11: Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja pri koncentraciji 0,001 mg/mL. 
 Rt [min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Simetrija 
Število 
kromatografskih 
podov 
 10,587 0,3859 6,31 0,95 183956 
 10,587 0,3820 6,3 0,95 184022 
 10,587 0,3776 6,15 0,91 180761 
 10,583 0,3936 6,36 0,96 179310 
 10,583 0,384 6,27 0,96 182039 
 10,577 0,3788 6,05 0,90 172626 
 10,587 0,3621 6,13 0,90 190777 
Povprečje 10,584 0,381 6,2 0,93 182000 
RSD [%] 0,0 2,6 1,8 3,2 3,3 
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Tabela 12: Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja pri koncentraciji 0,01 mg/mL. 
 Rt [min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Simetrija 
Število 
kromatografskih 
podov 
 10,583 5,0241 71,13 1,34 158244 
 10,580 5,0472 70,58 1,34 156443 
 10,577 5,0289 70,12 1,32 155237 
 10,580 5,0380 70,22 1,32 155242 
 10,577 4,9933 70,18 1,36 156720 
 10,580 4,9791 70,11 1,35 157078 
Povprečje 10,580 5,02 70,4 1,34 156000 
RSD [%] 0,0 0,5 0,6 1,2 0,7 
 
Tabela 13: Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja pri koncentraciji 0,1 mg/mL. 
 
Rt [min] 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
[mAu] 
Simetrija 
Število 
kromatografskih 
podov 
 10,577 58,0426 757,67 1,50 145381 
 10,573 57,5340 746,11 1,53 143527 
 10,570 57,1764 744,51 1,56 143542 
 10,567 57,5292 746,14 1,55 143795 
 10,567 57,3457 745,27 1,55 143891 
 10,573 57,2430 743,60 1,51 143774 
Povprečje 10,571 57,5 747 1,53 144000 
RSD [%] 0,04 0,5 0,7 1,2 0,1 
 
Točnost: 
Preveritev točnosti metode je dala 99,8 % ujemanje odziva 4-aminofenola. 
 
Osnovna validacija metode je dala ustrezne rezultate. Razvita kromatografska 
metoda bi se lahko uporabila za določevanje 4-aminofenola v koncentracijskem 
območju med 0,2 mg/mL in 0,0005 mg/mL. 
 
4.3.5 Sorodne substance 4-aminofenola in njih določevanje z uporabo 
reagenta ionskih parov 
No koloni Kinetex C18 sem z uporabo SDS kot reagenta ionskih parov posnel 
kromatogram raztopine 4-aminofenola degradiranega pri različnih pogojih in pri 
koncentraciji 1 mg/ml. Z modifikacijo metode sem dosegel kasnejšo elucijo 4-
aminofenola ter večjo selektivnost. Kromatogrami so prikazani na sliki 33. Prihaja do 
razpada pri vseh degradacijskih pogojih razen v kislem mediju. Celokupno zaznam 
13-14 razpadnih produktov, nekateri so koeluirani. Večina se jih eluira pred vrhom 4-
aminofenola. Do najmočnejše degradacije 4-aminofenola pride v bazičnem mediju 
(0,1 M NaOH). Na to sem sklepal ţe iz opazovanja raztopin 4-aminofenola v 
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degradacijskih medijih, kjer je prihajalo do najintenzivnejšega obarvanja ravno v 
bazični raztopini. Dodatno je bila posneta tudi raztopina v 0,01 M NaOH. Opazim, da 
tudi nekateri vrhovi razpadnih produktov še naknadno sami razpadejo. Vrh z 
retencijskim časom pribliţno 20 minut se kaţe kot glavni degradacijski produkt v 
bazičnem mediju, ostali nastajajo v manjšem deleţu. V oksidativnem mediju nastaja 
večje število manjših vrhov, prav tako v raztopini izpostavljeni svetlobi. V kislem 
mediju ne opazimo signifikantnih novo-nastalih vrhov. Selektivnost doseţena z 
gradientno metodo je zadovoljiva. Moteč je vrh reagenta SDS, ki se pojavi v območju 
elucije vrhov razpadnih produktov. Iz eksperimenta ugotovim da 4-aminofenol ni 
obstojen v bazičnih raztopinah, prav tako ne na svetlobi ali v peroksidnem mediju, saj 
ţe po kratkem času nastane večje število degradacijskih produktov. Za identifikacijo 
le teh bi bila potrebna referenčna raztopina specifičnih nečistot ali nadaljnja analiza 
na masnem spektrometru. 
Metoda je ustrezna za določevanje sorodnih substanc 4-aminofenola, kar se tiče 
ustreznosti ločbe. Za končno definicijo metode bi bila potrebna še dodatna 
optimizacija in validacija, česar pa se v okviru magistrskega dela nisem lotil. Metoda 
lahko sluţi kot izhodiščna kromatografska metoda za razvoj metode za določevanje 
sorodnih substanc 4-aminofenola.   
 
Slika 33: Kromatogrami degradiranih raztopin 4-aminofenola: 
 črna barva prikazuje kromatogram topila, 
 siva barva prikazuje kromatogram raztopine 4-aminofenola v topilu, 
 zelena barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,01 M NaOH, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,1 M NaOH, 
 modra barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,1 % H2O2, 
 roza barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,2 M HCl, 
 siva barva prikazuje kromatogram raztopine izpostavljene svetlobi. 
 
4.4 Kromatografija mešanih separacijskih režimov 
Kot alternativni princip doseganja retencije ionskih analitov sem preizkusil 
kromatografijo mešanih separacijskih reţimov.  
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Pri razvoju metode sem uporabil kromatografske kolone Primesep proizvajalca 
SIELC (Sielc Primesep 100 in 200). Izveden je bil razvoj metode za določevanje 4-
aminofenola. Dosegel sem ustrezno retencijo in ostale kromatografske parametre 
vrha (simetrija vrha, površina ter selektivnost). Izvedena je bila tudi delna validacija 
razvite analizne metode. 
 
4.4.1 Preveritev kolone Sielc Primesep 200 
Razvoj sem pričel s preveritvijo kolone Sielc Primesep 200. Injiciral sem  raztopino 4-
aminofenola (RV1) ter posnel kromatogram s tremi različnimi izokratskimi metodami: 
 metoda z visoko ionsko močjo ter visokim deleţem organske faze  
(MFA : MFB : MFC = 10 : 45 : 45 (V/V/V), pretok 1,0 mL/min, 
 metoda z visoko ionsko močjo in nizkim deleţem organske faze 
(MFA : MFB : MFC = 10 : 20 : 70 (V/V/V), pretok 1,0 mL/min, 
 metoda z nizko ionsko močjo ter visokim deleţem organske faze 
(MFA : MFB : MFC = 10 : 70 : 20 (V/V/V), pretok 1,0 mL/min. 
Uporabljene so bile sledeče mobilne faze:  
 MFA: 0,1 % H3PO4 
 MFB: acetonitril 
 MFC: 50 mM KCl 
Pri uporabi SIELC kolon sem se izogibal uporabi alkoholov kot sestavin mobilne faze 
in topila, saj proizvajalec opozarja na degradacijo stacionarne faze v primeru uporabe 
le teh. Do tega pride zaradi esterifikacije karboksilnih kislin vezanih na površino 
stacionarne faze[34]. 
 
Na posnetih kromatogramih (slika 34) je vidno da na koloni SIELC Primesep 200 
retencija 4-aminofenola ni doseţena. 
 
Slika 34: Primerjava kromatogramov posnetih z različnimi kromatografskimi metodami na koloni Primesep 200: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet z metodo z visoko ionsko močjo in visokim deležem 
acetonitrila v mobilni fazi, 
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 modra barva prikazuje kromatogram posnet z metodo nizko ionsko močjo in nizkim deležem acetonitrila 
v mobilni fazi, 
 barva prikazuje kromatogram posnet z metodo z nizko ionsko močjo in visokim deležem acetonitrila v 
mobilni fazi. 
 
Ker na koloni Sielc 200 ni bila doseţena ustrezna retencija, sem preveril še metodo 
brez KCl v mobilni fazi, torej z zelo nizko ionsko močjo mobilne faze. Na 
kromatogramu na sliki 35 vidimo da retencija 4-aminofenola tudi pod temi pogoji ni 
moţna, se pa pri teh pogojih eluirajo nekatere nečistote. 
 
Slika 35: Kromatogram posnet na koloni Sielc Primesep 200 brez uporabe mobilne faze z visoko ionsko močjo. 
 
Opustil sem razvoj na koloni Sielc Primesep 200, saj ta kolona očitno ne omogoča 
dovolj močnih interakcij, ki bi zagotovile retencijo ionskega analita, kot je 4-
aminofenol. 
Oznaka 200 sicer predstavlja kislost funkcionalnih skupin vezanih v stacionarno fazo, 
ki omogočajo interakcije z analiti. Sielc Primesep 200 ima stacionarno fazo s 
silikagelno osnovo na katero so vezane šibke kislinske »ion-pairing« skupine. Kolona 
Sielc Primesep 100 pa ima vezane močnejše kislinske »ion-pairing« skupine, ki 
ionizirajo pri niţjem pH-ju. Zaradi tega so tudi uporabne za doseganje retencije 
šibkejših baz, medtem ko Primesep 200 tega ne zmore in je uporabljena za 
doseganje retencije močno bazičnih analitov.  
 
4.4.2 Razvoj metode na koloni Sielc Primesep 100 
Kot alternativo sem zato preizkusil uporabo kromatografske kolone Sielc Primesep 
100, na kateri naj bi bila moţna retencija tudi močnejših ionskih analitov.  
Injiciral sem raztopino 4-aminofenola pri različnih gradientnih metodah in primerjal 
retencijo ter kromatografske parametre dobljene na posnetih kromatogramih. 
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Na sliki 36 so prikazani kromatogrami posneti z metodami a), b) in c). Bistvenih razlik 
med dobljenimi kromatogrami ni opaziti. 
 
Slika 36: Kromatogrami 4-aminofenola posneti z različnimi kromatografskimi metodami: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet s kromatografsko metodo a), 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet s kromatografsko metodo b), 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet s kromatografsko metodo c). 
 
Razvoj sem nadaljeval z metodo c), saj bo primernejša za kasnejšo modifikacijo. 
Gradientno metodo sem modificiral tako da sem jo skrajšal na 12 minut. 
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Kromatogram dobljen s to metodo je prikazan na sliki 37. 
 
Slika 37: Kromatograma topila in 4-aminofenola, posneta s skrajšano metodo: 
 črna barva prikazuje kromatogram topila, 
 modra barva prikazuje kromatogram 4-aminofenola. 
 
Hkrati sem preveril 3D spekter vrha analita (Slika 38), s katerim sem potrdil da pod 
vrhom 4-aminofenola ni prisotnih drugih koeluiranih kromatografskih vrhov.  
 
Slika 38: 3D absorbcijski spekter vrha 4-aminofenola. 
 
Nato sem preveril vpliv spremenjene temperature termostatiranja kolone in pretoka 
mobilne faze na elucijo in ostale kromatografske parametre.  
Na sliki 39 je prikazana primerjava kromatogramov pri različnih temperaturah 
termostatiranja kromatografske kolone. Vpliv spremenjene temperature se pokaţe 
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predvsem v zamiku vrha in naraščanju bazne linije proti koncu kromatograma. Izbira 
temperature ni bistvena. 
 
Slika 39: Primerjava kromatogramov posnetih pri različnih temperaturah termostatiranja kolone: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet pri T = 25°C, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri T = 15°C , 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri T = 35°C , 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri T = 30°C. 
 
Na sliki 40 je prikazana primerjava kromatogramov posnetih pri različnih pretokih 
mobilne faze. Višji pretok zooţa vrh in izboljša njegovo obliko, medtem ko niţji pretok 
signifikantno zamakne vrh proti daljšim retencijskim časom in ga signifikantno razširi. 
 
Slika 40: Primerjava kromatogramov posnetih pri različnih pretokih: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet pri pretoku 1,0 mL/min, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri pretoku 0,6 mL/min, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri pretoku 1,4 mL/min. 
 
Za nadaljevanje sem izbral temperaturo kolone 45 °C in pretok 1,5 mL/min, ker s tem 
doseţem najhitrejšo elucijo 4-aminofenola ter hkrati ustrezno obliko vrha. 
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Nato sem preveril vpliv izbire topila vzorca. Preveril sem še topili z višjim in niţjim 
deleţem acetonitrila: ACN : voda = 8 : 2, ACN : voda = 5 : 5 in ACN : voda = 2 : 8. V 
topilih sem pripravil raztopine 4-aminofenola in jih injiciral z razvito kromatografsko 
metodo. Kot je vidno na sliki 41, izbira topila nima bistvenega vpliva. Kot topilo sem 
zato določil začetno mešanico ACN : voda = 1 : 1 (V/V). 
 
Slika 41: Primerjava kromatogramov raztopin analita pripravljenih v različnih topilih: 
 črna barva prikazuje kromatogram raztopine v topilu ACN : voda = 2 : 8 (V/V), 
 modra barva prikazuje kromatogram raztopine v topilu ACN : voda = 8 : 2 (V/V), 
 roza barva prikazuje kromatogram raztopine v topilu ACN : voda = 5 : 5 (V/V). 
 
Kot delovno koncentracijo sem določil koncentracijo 0,25 mg/ mL, volumen injiciranja 
10 μL in valovno dolţino snemanja 220 nm. Pri teh pogojih in z razvito 
kromatografsko metodo dobimo kromatogram prikazan na sliki 42. 
 
Slika 42: Kromatogram raztopine 4-aminofenola s koncentracijo 0,25 mg/mL, Vinj = 10 μL, posnet pri 220 nm. 
 
Preveril sem vpliv povečanja volumna injiciranja na obliko vrha. Ustrezna oblika vrha 
analita se ohrani še do 30 μL injiciranega volumna (slika 43). 
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Slika 43: Primerjava kromatogramov posnetih pri različnih volumnih injiciranja: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet pri Vinj = 5 μL, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri Vinj = 10 μL, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri Vinj = 15 μL, 
 rjava barva prikazuje kromatogram posnet pri Vinj = 20 μL, 
 zelena barva prikazuje kromatogram posnet pri Vinj = 30 μL. 
 
Ker je retencijski faktor 4-aminofenola pri tej metodi nekoliko prenizek (< 2,0), sem 
preveril še vpliv zmanjšanja ionske moči na retencijo. Zniţanje koncentracije KCl 
pričakovano poveča retencijo analita, zato sem to upošteval pri končni metodi (slika 
44). 
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Slika 44: Kromatogrami posneti pri različnih ionskih močeh mobilne faze: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet pri nizki ionski moči, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet pri srednji ionski moči, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet pri višji ionski moči. 
 
Višji deleţ organske zmanjša retencijo, kot vidimo na sliki 45, zato sem ostal pri 5 % 
začetnega deleţa acetonitrila. 
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Slika 45: Primerjava kromatogramov posnetih pri različnem deleţu organske faze: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet s kromatografsko metodo s 5% začetnega deleža ACN, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet s kromatografsko metodo s 15% začetnega deleža ACN, 
 roza barva prikazuje kromatogram posnet s kromatografsko metodo s 25% začetnega deleža ACN. 
 
Kot končno metodo sem definiral sledečo kromatografsko metodo. Izbrana je bila 
kolona Sielc Primesep 100, ki je omogočila retencijo analita. Kot mobilna faza se je 
za ustrezno izkazala kombinacija raztopine 0,2 % H3PO4 ter acetonitrila in 50 mM 
KCl v 0,2% H3PO4 kot močnima eluentoma. Potek gradienta je bil določen z ozirom 
na retencijski faktor analita. Z optimizacijo vrednosti pretoka, temperature ter poteka 
gradienta sem dosegel relativno kratko metodo za določevanje 4-aminofenola – 
končna metoda je dolga 12 minut. Na podlagi doseţene oblike vrha je bila tudi 
potrjena izbira temperature, pretoka in poteka gradienta, ter določena vrednost 
volumna injiciranja raztopine vzorca in valovne dolţine snemanja. 
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Kromatogram raztopine 4-aminofenola delovne koncentracije posnet pri 
kromatografskih pogojih razvite metode je prikazan na sliki 46. V tabeli 14 so podani 
še kromatografski parametri vrha analita. 
 
Slika 46: Kromatogram raztopine 4-aminofenola z delovno koncentracijo. 
 
Tabela 14: Kromatografski parametri vrha 4-aminofenola. 
Spojina 
Rt 
[min] 
RF 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
Širina na 
½ višini 
[mAu] 
Simetrija 
Število 
kromatografskih 
podov 
4-aminofenol 5,817 2,0 87,8583 431,03 0,181 1,18 5722 
 
Kolona, na kateri je bila razvita metoda je bila v uporabi ţe dlje časa in v različne 
namene. Zaradi tega sem sklepal da je nekoliko modificirana ter morebiti degradirana 
zaradi različnih reagentov in mobilnih faz, katerim je bila tekom uporabe 
izpostavljena. Kromatografsko metodo sem zato preizkusil še na novi koloni Sielc 
Primesep 100. Primerjava kromatogramov raztopin posnetih na obeh kolonah je 
prikazana na sliki 47. V tabeli 15 pa je prikazana primerjava kromatografskih 
parametrov vrha 4-aminofenola. Kromatografski parametri vrha analita so 
pričakovano boljši na novi koloni. Vrh je višji, oţji in bolj simetričen, prav tako je 
doseţena večja retencija ter večje število kromatografskih podov. Iz tega sklepam, da 
je bila primarna kolona res nekoliko degradirana. Slabša stran je, da s povečevanjem 
ionske moči in deleţa organske faze bazna linija sedaj bolj narašča, kar pa v primeru 
določevanja 4-aminofenola ni moteče. 
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Slika 47: Primerjava kromatogramov posnetih na stari in novi kromatografski koloni: 
 črna barva prikazuje kromatogram posnet na novi koloni Primesep 100, SN: C07-018, 
 modra barva prikazuje kromatogram posnet na stari koloni Primesep 100, SN: 015-116C. 
 
Tabela 15: Primerjava kromatografskih parametrov vrha 4-aminofenola na stari in novi kromatografski koloni. 
Kolona 
Rt 
[min] 
RF 
Površina 
[mAu*min] 
Višina 
Širina na ½ višini 
[mAu] 
Simetrija 
Število 
kromatografskih 
podov 
Stara 
(015-116C) 
5,917 2,1 90,1108 410,75 0,195 1,24 5115 
Nova  
(C07-018) 
6,107 2,2 96,7351 813,91 0,110 0,91 17125 
 
4.4.3 Osnovna validacija razvite metode 
Izvedel sem delno validacijo razvite metode.    
Preveril sem linearnost metode v širšem koncentracijskem območju, ponovljivost 
injiciranja, določil sem mejo zaznave in mejo določevanja. Prav tako sem preveril 
točnost s pripravo dveh paralelk standardov z delovno koncentracijo in primerjavo 
odzivov, ki jih data vrhova analita na kromatogramih. 
 
Meja zaznave in meja določevanja 
Kot meja zaznave je bila določena koncentracija 0,00125 mg/mL, kar ustreza 0,5 % 
delovne koncentracije. Razmerje S/N tega vrha znaša 6,1. Kot meja določevanja je 
bila določena koncentracija 0,003125 mg/mL, ki znaša 1,25 % delovne koncentracije. 
Razmerje S/N tega vrha znaša 27,3. 
 
Linearnost 
Linearnost sem preverjal v koncentracijskem območju med 0,5 % in 200 % delovne 
koncentracije. Na sliki 48 so grafično prikazane umeritvene premice, ki nakazujejo na 
linearnost metode v celotnem koncentracijskem območju. V tabeli 16 pa so podane 
še pripadajoče vrednosti. 
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Slika 48: Grafični prikaz preveritve linearnosti. 
 
Tabela 16: Določene vrednosti signala pri preveritvi linearnosti odziva. 
 
 
BIAS vrednost pri delovni koncentraciji znaša -1,4 %, kar je ustrezno. 
 
Ponovljivost injiciranja 
Preverjena je bila ponovljivost injiciranja na treh koncentracijskih nivojih. 
Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja so prikazani v tabelah 17, 18 in 19. 
 
c [mg/mL] A [mAu*min] 
0,5 172,8191 
0,375 132,6816 
0,3125 108,7288 
0,25 90,1108 
0,1875 66,3084 
0,15625 55,4522 
0,125 42,7621 
0,09375 32,959 
0,0625 20,89 
0,03125 10,1457 
0,0125 4,1448 
0,00625 2,0739 
0,003125 1,0657 
 0,00125 0,3641 
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Tabela 17: Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja pri koncentraciji 0,00125 mg/mL. 
 Rt [min] Površina [mAu*min] Višina [mAu] Simetrija 
Število kromatografskih 
podov 
 5,887 0,3641 1,96 1,00 6149 
 5,990 0,4504 2,02 1,00 5085 
 5,990 0,3682 1,98 1,04 6589 
 5,993 0,4112 2,11 1,11 5467 
 5,990 0,3623 1,88 1,17 7132 
 6,043 0,3510 1,54 0,89 4870 
Povprečje 5,98 0,40 1,9 1,00 5900 
RSD [%] 0,9 10,0 10,4 9,4 15,1 
 
Tabela 18: Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja pri koncentraciji 0,0125 mg/mL. 
 Rt [min] Površina [mAu*min] Višina [mAu] Simetrija 
Število kromatografskih 
 podov 
 5,880  4,1448 20,89  1,22 5324 
 5,997  4,2068 20,12  1,19 5523 
 6,013  4,1973 19,97  1,18 5565 
 6,013  4,2629 20,08  1,16 5435 
 6,033  4,3947 20,13  1,19 5231 
 6,047  4,2564 19,96  1,19 5437 
Povprečje 6,00 4,20 20,2 1,20 5400 
RSD [%] 1,0 2,0 1,7 1,6 2,3 
 
Tabela 19: Rezultati preveritve ponovljivosti injiciranja pri koncentraciji 0,125 mg/mL. 
 Rt [min] Površina [mAu*min] Višina [mAu] Simetrija 
Število kromatografskih 
 podov 
 5,900  42,7621  199,51  1,22  5324  
 6,033  43,0184  194,14  1,23  5110  
 6,037  43,2985  196,44  1,24  5252  
 6,043  42,9672  192,81  1,23  5153  
 6,047  42,6605  190,07  1,25  5052  
 6,047  43,0526  191,49  1,26  5098  
Povprečje 6,02 43,0 194 1,24 5200 
RSD [%] 1,0 0,5 1,8 1,1 2,0 
 
Točnost 
Ujemanje odzivov analita pri preveritvi točnosti je znašalo 100,6 %. 
 
Delna validacija je potrdila ustreznost metode za določevanje 4-aminofenola v 
koncentracijskem območju med 0,003125 mg/mL ter 1,0 mg/mL. 
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4.4.4 Sorodne substance 4-aminofenola in njih določevanje z uporabo kolone 
z mešanimi separacijskimi režimi 
Na novi koloni Primesep 100 sem posnel kromatogram raztopine 4-aminofenola 
degradiranega pri različnih pogojih in pri koncentraciji 1 mg/ml. Z modifikacijo metode 
sem dosegel kasnejšo elucijo 4-aminofenola ter večjo selektivnost. Na 
kromatogramih na slikah 49 in 50 se vidi, da nastajajo razpadni produkti predvsem v 
bazičnem mediju. Dodatno je bila posneta tudi raztopina v 0,01 M NaOH, saj sem 
opazil, da tudi nekateri vrhovi razpadnih produktov še naknadno sami razpadajo. Dva 
vrhova nastajata tudi pri izpostavitvi raztopine svetlobi. V kislem ne pride do 
opaznega nastanka degradacijskih produktov 4-aminofenola. Kromatogram raztopine 
v peroksidu je bil iz neznanega razloga popačen, moţna je nekompatibilnost uporabe 
peroksida na tej koloni zaradi moteče elucije vrha peroksida (slika 49).  
Metoda je glede doseţene separacije ustrezna za določevanje sorodnih substanc 4-
aminofenola. Za končno definicijo metode bi bila potrebna še dodatna optimizacija in 
validacija, česar pa se v okviru magistrskega dela nisem lotil. Razvita metoda lahko 
sluţi kot izhodiščna kromatografska metoda za razvoj metode za določevanje 
sorodnih substanc 4-aminofenola.   
 
Slika 49: Kromatogrami degradiranih raztopin 4-aminofenola: 
 črna barva prikazuje kromatogram topila, 
 modra barva prikazuje kromatogram raztopine 4-aminofenola v topilu, 
 roza barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,01 M NaOH, 
 rjava barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,1 M NaOH, 
 zelena barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,1 % H2O2, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,2 M HCl, 
 siva barva prikazuje kromatogram raztopine izpostavljene svetlobi. 
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Slika 50: Kromatogrami degradiranih raztopin 4-aminofenola na pribliţani skali: 
 črna barva prikazuje kromatogram topila, 
 modra barva prikazuje kromatogram raztopine 4-aminofenola v topilu, 
 roza barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,01 M NaOH, 
 rjava barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,1 M NaOH, 
 zelena barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,1 % H2O2, 
 svetlo modra barva prikazuje kromatogram degradacijske raztopine v 0,2 M HCl, 
 siva barva prikazuje kromatogram raztopine izpostavljene svetlobi. 
 
4.5 Primerjava tehnik IPC in MMC 
 
Pri razvoju metode za določevanje 4-aminofenola sta se tako tehnika z uporabo 
reagentov ionskih parov kot tehnika uporabe stacionarne faze z mešanimi 
separacijskimi reţimi izkazali kot ustrezni. Razvil sem kromatografski metodi ter jih 
nato delno validiral. Z obema metodama so bil zagotovljeni ustrezni validacijski 
parametri. Metoda razvita po tehniki MMC je sicer krajša, vendar je vrh 4-
aminofenola širši in posledično tudi niţji. IPC metoda je zato bolj občutljiva – meja 
zaznave je 0,0005 mg/mL, medtem ko je meja zaznave pri MMC metodi le 0,00125 
mg/mL.  
Tudi določevanje sorodnih substanc z modificiranima metodama je primerljivo. Tukaj 
se kot ustreznejša pokaţe metoda po principu MMC, saj so vrhovi nečistot bolje 
separirani, bolj simetrični in oţji kot pri metodi z uporabo SDS. 
Pri samem razvoju kromatografskih metod so se pokazale glavne prednosti in 
slabosti posameznih pristopov. Čas kondicioniranja v primeru uporabe reagentov 
ionskih parov se izkaţe kot problem, ki pa se mu v primeru MMC efektivno izognemo. 
Trajna modifikacija stacionarne faze je bistvena slabost. Po uporabi reagenta ionskih 
parov (SDS) je bilo potrebno dolgotrajno spiranje, da se je kolona regenerirala. V 
primeru razvoja metode z SDS je smiselno kolono uporabljati le še namensko za 
podobne aplikacije. Regeneracija kolone je namreč zamudna, zahtevna in glede na 
rezultate tudi vprašljiva.  
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Ostali reagenti ionskih parov sicer niso predstavljali tolikšne teţave glede modifikacije 
stacionarne faze, vendar prav tako ali z njimi nismo dosegli retencije ali pa niso dali 
boljših rezultatov kot SDS. Izpostavil bi problem razvoja metode s preveritvijo večjega 
števila reagentov ionskih parov. Teţava modifikacije stacionarne faze in regeneracije 
se povečuje z večanjem števila različnih reagentov, ki jih zaporedno vodimo na 
kolono. Poleg tega ima različna koncentracija reagentov ionskih parov različen vpliv 
na kromatografske parametre, kar ima za posledico daljši postopek razvoja zaradi 
dodatnega kondicioniranja ter regeneriranja kolone v primeru prehajanja med višjimi 
in niţjimi koncentracijami.    
Sklenil bi da uporaba reagentov ionskih parov ni smiselna, če je na voljo stacionarna 
faza z mešanimi separacijskimi reţimi. Ko to ni moţno, bi se najprej posluţil uporabe 
reagentov ionskih parov, ki se tu niso izkazali kot problematični glede modifikacije 
stacionarne faze (TFA, perklorat) oziroma so se izkazali za manj problematične 
(SHS). SDS bi izbral le v primeru da ostale moţnosti ne bi dale ustreznih rezultatov. 
Optimalni pristop k razvoju metode za določevanje polarnih analitov, ki se sicer ne 
zadrţujejo na reverzno faznih kolonah, pa bi bila preveritev več MMC 
kromatografskih kolon z različnimi stacionarnimi fazami (različne kislosti oz. 
bazičnosti prisotnih funkcionalnih skupin ter prisotnost morebitnih dodatnih interakcij) 
in izbiro tiste, ki da optimalne rezultate. 
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5 ZAKLJUČEK 
 
Tekom izvedbe magistrskega dela sem primerjal uporabi tehnike IPC (tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti z uporabo reagentov ionskih parov) ter MMC 
(tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z uporabo stacionarne faze z mešanimi 
separacijskimi reţimi) na primeru določevanja polarnega analita: 4-aminofenola. Kot 
boljšo alternativo med dvema sem postavil uporabo stacionarne faze z mešanimi 
separacijskimi reţimi. 
Za prikaz problematike doseganja retencije izbranega polarnega analita sem preveril 
pet reverzno-faznih kolon (Kinetex C18, Kinetex C8, Luna C5, Kinetex Phenyl-Hexyl 
in Kinetex F5) z različnimi kemizmi stacionarne faze, na katerih pa nisem dosegel 
ustrezne retencije. Za kromatografsko določevanje analita sem se zato posluţil 
preizkusa obravnavanih tehnik modificirane reverzno-fazne tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti. 
Preverjen je bil vpliv uporabe izbranih reagentov ionskih parov (SHS, SDS, TFA, 
perklorat) na spremembo stanja in reverzibilnost modifikacije kromatografske kolone 
Kinetex C18. To sem izvedel s spremljanjem kromatografskih parametrov na 
kromatogramih testne raztopine. Kromatografsko kolono sem nato z ustreznimi načini 
spiranja poskusil vrniti v osnovno stanje.   
Prav tako je bila preverjena ustreznost dveh različnih kromatografskih kolon z 
mešanimi separacijskimi reţimi – Sielc Primesep 100 in 200. Sielc Primesep 100 se 
je izkazala kot ustrezna, Sielc Primesep 200 pa kot neustrezna. Metoda je bila 
optimizirana za določevanje vsebnosti 4-aminofenola, tekom tega pa sem preveril 
vpliv spremembe različnih kromatografskih pogojev (topilo, ionska moč mobilne faze, 
deleţ organske mobilne faze, ipd.) na doseţene kromatografske parametre.  
Kromatografski metodi, razviti po obeh principih, sta bili nato validirani v okviru 
osnovne preveritve validacijskih parametrov – linearnost, ponovljivost injiciranja, 
določitev meje zaznave in meje določevanja ter točnosti. Metodi sem tudi modificiral 
in preveril primernost metod za določevanje sorodnih substanc 4-aminofenola. 
Metodi dosegata primerno separacijo sorodnih substanc analita, ki nastanejo pri 
preverjenih degradacijskih pogojih – predvsem v bazičnem mediju. Za postavitev 
ustreznih metod za določevanje sorodnih substanc bi bila potrebna še dodatna 
optimizacija in validacija razvitih metod. 
Z obema tehnikama sem uspel razviti ustrezno kromatografsko metodo za 
določevanje 4-aminofenola. Metoda z uporabo »mixed-mode« kolone ima mejo 
zaznave 0,00125 mg/mL ter linearno območje med 0,00125 mg/mL in 0,5 mg/mL. 
Metoda z uporabo SDS kot reagenta ionskih parov pa ima mejo zaznave 0,0005 
mg/mL in linearno območje med 0,0005 mg/mL in 0,2 mg/mL.  
Slabost uporabe reagentov ionskih parov se pričakovano izkaţe v potrebi po bolj ali 
manj agresivnem in dolgotrajnem spiranju stacionarne faze po uporabi. Popolna 
regeneracija kljub temu ni zagotovljena. 
76 
 
Za določevanje 4-aminofenola sta se kot ustrezni izbiri reagenta ionskih parov 
izkazala SDS in SHS. Perklorat in TFA nista zagotovila ustrezne retencije v 
preverjenem koncentracijskem območju reagenta v mobilni fazi. Med preverjenimi 
reagenti je bila kolona najbolj modificirana s strani SDS. Posledice so vključevale 
spremenjeno retencijo, spremenjeno obliko vrhov – niţji in manj simetrični vrhovi, 
spremembo v separaciji ter zmanjšanje števila kromatografskih podov. Zadovoljiva 
regeneracija kolone je bila doseţena šele po dolgotrajnem spiranju z mobilno fazo z 
visoko ionsko močjo in nevtralnim pH. Uporaba SHS ni povzročila signifikantne 
modifikacije kolone. S krajšim postopkom spiranja smo kolono povrnili v začetno 
kromatografsko stanje. Uporaba TFA in perklorata ne povzroči potrebe po 
naknadnem čiščenju kolone Kinetex C18, saj so spremembe kromatografskih 
parametrov minimalne. 
Uporaba kromatografske kolone z mešanimi separacijskimi reţimi je v splošnem pri 
razvoju kromatografskih metod bolj smiselna od uporabe reagentov ionskih parov. 
Izognemo se trajni modifikaciji kolone oziroma potencialno dolgotrajnemu in 
agresivnemu spiranju po uporabi reagenta. Nekateri od reagentov ionskih parov so 
sicer minimalno modificirali kolono, vendar v primeru 4-aminofenola njihova uporaba 
ne omogoča retencije analita. Preizkus različnih MMC stacionarnih faz je prav tako 
praktično enostavnejši kot preveritev širšega spektra reagentov ionskih parov. 
Uporaba reagentov ionskih parov pa zaradi modifikacije stacionarne faze prav tako 
postavi ponovljivost med kolonami različnih serij za teţko dosegljiv cilj.  
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